)
I\“
|L

P\I_R_F_F_l_ _l‘l
(DYAYD I B it u
L L i

|

Zz
>

Wil oYl
II\II\II-I-l\
ViV LilJ

|
'I

1
|
’4

LS

|
[

i
i
FACULTADE DE CIENCIAS

Estudio experimental de las conexiones
tectales y cerebelares en el pez cebra
(Danio rerio)

Ana Quelle Regaldie

Trabajo de Fin de Grado

Grado en Biologia



)
h;

ISIIL PP I A PP M~ & ~ Y
Ilg\_!!\_ll-l-l\ (DYAYD I B it ! i u-uJNA
UINIV LiIWJilWMW L Py WU

!
|
’4

|

[

i
s
FACULTADE DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE DA CORUNA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
AREA DE BIOLOGIA CELULAR

ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LAS CONEXIONES TECTALES Y
CEREBELARES EN EL PEZ CEBRA (Danio rerio)

ESTUDO EXPERIMENTAL DAS CONEXIONS TECTAL E
CEREBELAR NO PEIXE-CEBRA (Danio rerio)

EXPERIMENTAL STUDY OF THE TECTAL AND CEREBELLAR
CONNECTIONS IN ZEBRAFISH (Danio rerio)

Ana Quelle Regaldie
2014



Ana Quelle Regaldie

2014
INDICE
RESUIMMEN. ... oot e e et e e e s eee s e e e senas 1
INTRODUCCION ...ttt eee e eee e 1
L. DONIO FOIIO cecneneeeeeeeeeeeeeeee et r e e e e aaens 1
P O0=1 =] o 1=] [o TR UT TR TR OP TP RPRRPRN 3
S T =To g Yo Jo T o [olc TR UURPRRRPN: 4
OBUETIVOS ..ottt e e et e e e ee s e e s eneseeens 6
MATERIALY METODOS ......ooeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeenas 7
RESULTADOS ... ..o oieiieee e ee et e eeeeaeeeaeeneeeneeeaeenasenesnnaes 9
i O] =] o 1=] o N TR TR UPRUPRPRRPRN 9
P 1 =Yol o To Y o] o] 4 [olo TSN UURURRRPN: 23
DISCUSION ...ttt eee et e e e eee e e eeeesaeeenesaeeeneeaeas 27
R O0=T /=] o 1] [o TP 27
P I =Yol Vo N o] ] [olo RN 31
CONCLUSIONES ...t e e e et e e e e e e e e enaeens 32

REFERENCIAS ... 32



Ana Quelle Regaldie

2014

RESUMEN

En este trabajo de fin de grado se realizé un estudio neuroanatémico en Danio rerio con el fin de conocer el
circuito implicado en la integracion de la informacidn sensorial del techo éptico y del cerebelo mediante la
aplicacién de los trazadores neuronales Dil y DiO. De este modo se pudieron conocer las aferencias y
eferencias del techo dptico y de las distintas partes que componen el cerebelo (valvula del cerebelo, corpus
del cerebelo, eminencia granular y I6bulo caudal). Asi, se determinaron los diferentes nucleos pretectales
gue conectan tanto con el cerebelo como con el techo dptico. En el cerebelo, las aferencias rostrales cursan
a través del tracto pretecto-cerebelar mientras que la oliva inferior, que supone la aferencia caudal principal,
envia numerosas fibras cruzadas hacia la valvula cerebelar y al corpus del cerebelo. Otras aferencias
importantes en el cerebelo son el nucleo lateral de la vélvula, el nicleo de Edinger-Westphal, el nucleo
tegmental dorsal, el nucleo sensitivo del trigémino y el drea octavolateral. En cuanto a las eferencias
principales, éstas son enviadas a partir del tracto posterior del cerebelo y el brachium conjunctivum y se
dirigen hacia el toro longitudinal, el area trigeminal, el I6bulo hipotalamico y la formacién reticular. En el
techo oéptico las aferencias circulan principalmente por los tractos dpticos provenientes de la retina. Las
aferencias principales se encuentran en el telencéfalo, el tdlamo y el nucleo del istmo. Las fibras eferentes se
desplazan a lo largo del cerebro mediante el tracto tectobulbar o, al igual que en el cerebelo, utilizan el
tracto pretecto-cerebelar. Esto da lugar a eferencias en algunos nucleos pretectales, el I6bulo hipotaldmico,
el nucleo tegmental dorsal y el toro semicircular. Los resultados obtenidos en el pez cebra se compararon
con los de otras especies, principalmente de ciprinidos, de modo que se demostraron algunas importantes
diferencias pero también homologias entre las regiones del techo éptico y del cerebelo.

INTRODUCCION

1. Danio rerio

Danio rerio (Fig.1.), es un importante organismo modelo para el estudio de los vertebrados en una gran
variedad de disciplinas bioldgicas debido a que presenta una serie de ventajas, como el desarrollo externo y
la transparencia del embridn que permiten estudios de su desarrollo temprano. La alta fecundidad y rapida
generacion facilitan los analisis genéticos y ademas son facilmente mantenidos en acuarios (Dooley & Zon
2000). También puede ser utilizado como modelo en quimica toxicoldgica para estudiar efectos toxicolégicos
(Hill et al. 2005) y en estudios sobre la psicologia neural y neurobiologia buscando comparaciones con
humanos u otros vertebrados (Perry et al. 2010). Por ello, a lo largo de los ultimos afios, se han realizado
numerosos estudios neuroanatémicos y neuroquimicos en embriones de Danio rerio. Sin embargo resulta
dificil encontrar informacion sobre las conexiones neurales en el cerebro del pez cebra en estadios mas
avanzados, especialmente en el ejemplar adulto (Wullimann & Mueller 2005).
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Fig.1. Danio rerio (http://www.theguardian.com/science/2013/sep/15/zebrafish-human-genes-project)

Danio rerio (Hamilton 1822) filogenéticamente pertenece a la infraclase de los teledsteos, que comprenden
el 99% de las especies de la clase Actinopterygii. El género Danio pertenece a la familia Cyprinidae que
comprende mds de 3600 especies entre las que se incluyen la carpa Cyprinus carpio o el carpin dorado
Carassius auratus, dos especies de peces de agua dulce muy utilizadas en estudios neuroanatémicos. Los
Cypriniformes pertenecen al superorden de los Ostariophysi que incluye mas de 6000 especies con un gran
éxito evolutivo, que conservan algunos de los rasgos ancestrales de los actinopterigios como las branquias
funcionales, los drganos de la linea lateral o las aletas mediales que se han perdido o modificado en gran
medida en los tetrapodos (Metscher & Ahlberg 1999). La organizacion del cuerpo del pez cebra también es
similar al morfotipo general osteictio y la organizacion general del sistema nervioso o de los drganos de los
sentidos es aquel compartido por la mayoria de los gnatéstomos. (Perry et al. 2010).

En cuanto a su organizacion general del sistema nervioso central (Fig.2.), ésta es similar a la de otros
vertebrados y sigue el patrén general de los teledsteos. A lo largo del eje antero-posterior el sistema
nervioso central se puede dividir en cuatro partes de las cuales la médula dividida en médula oblongata y
médula espinal y protegida por los huesos de la columna vertebral, es la parte mas caudal. Es seguida en su
parte anterior por el rombencéfalo, la parte mds caudal del encéfalo dentro del craneo. El prosencéfalo es el
area mas extensa y rostral del cerebro, separado del rombencéfalo por el mesencéfalo. Estas cuatro regiones
pueden ser divididas en otras areas morfoldgicas y funcionales, el prosencéfalo durante el desarrollo dara
lugar a dos vesiculas: la mas anterior el prosencéfalo secundario y el diencéfalo situado mas caudalmente. El
techo dptico y el cerebelo surgiran del mesencéfalo y el rombencéfalo respectivamente (Wullimann 1998;
Perry et al. 2010).

*’M'(’)-Héc CCe 4

Fig.2. Vista dorsal del encéfalo de Danio rerio. La barra de escala es de 1 cm
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2. Cerebelo

El cerebelo esta implicado en una gran variedad de funciones emocionales y cognitivas (Roberts et al. 2002;
Rodriguez et al. 2005; Ito 2008), siendo esencial para la coordinacidn y la planificacién del movimiento
ademas de para el aprendizaje de las tareas motoras y el almacenamiento de esta informacion. El cerebelo
integra la informacién sensorial y predictiva, incluyendo la propiocepcién y la informacién motora para
obtener el preciso control motor (Bell 2002; Ito 2002, 2006; Bell et al. 2008; Bae et al. 2009).

En Danio rerio al igual que en el resto de teledsteos, el cerebelo es una estructura pronunciada claramente
visible en la superficie del cerebro que representa la especializacién mas rostral de la zona romboencefdlica
dorsal, surgiendo de la parte rostral de la placa alar (Meek & Nieuwenhuys 1998). Su cerebelo también
presenta el tipico cortex de tres capas con tipos celulares y circuitos internos comparables con la mayoria de
los otros gnatéstomos. Ademas las conexiones aferentes del cerebelo de Danio rerio son similares a las de
los tetrapodos, lo que sugiere que el cerebelo pudo haber tenido funciones ancestrales y/o conservadas en
todos los gnatdstomos de aprendizaje y coordinacidn. (Perry et al. 2010)

El cerebelo de teledsteos estd compuesto por tres partes principales: el I6bulo vestibulolateral que abarca la
eminencia granular (EG) y el lI6bulo caudal cerebelar (LCa), el corpus del cerebelo (CCe) y la valvula del
cerebelo (Va) (Meek 1992; Wullimann et al. 1996; Meek & Nieuwenhuys 1998; Miyamura & Nakayasu 2001;
Folgueira et al. 2006; Bae et al. 2009).

La regidon caudal del cerebelo suele ser denominada como el lébulo vestibulolateral a causa de sus
conexiones aferentes y eferentes con la region octavolateral rombencefalica (Bass 1982; Murakami & Morita
1987; Meek & Nieuwenhuys 1998; Folgueira et al. 2006). Consiste en dos subdivisiones principales:

= Las eminencias granulares: Son masas de células granulares visibles en la superficie exterior del
encéfalo y que dan lugar a las crestas cerebelares (capa de fibras paralelas que se encuentran sobre
la regidn de la linea lateral rombencéfalica (Maler 1974; Bass 1982).

= El |6bulo caudal cerebelar: Abarca la parte mds caudal de la capa molecular cerebelar localizada
entre las eminencias granulares y los grupos de células granulares y de Purkinje asociadas con su
capa molecular (Maler 1974; Bass 1982).Se distingue de la parte caudal del corpus por disposiciones
diferentes de las células de Purkinje que se encuentran espaciadas en la capa molecular (Bass 1982;
Meek 1992; Meek & Nieuwenhuys 1998)

El corpus del cerebelo es |a parte central del cerebelo de los teledsteos, consistente en una protrusion dorsal
del cerebro (Folgueira et al. 2006). El corpus del cerebelo de los teledsteos puede ser considerado como un
unico Iébulo tubular formado por tres capas principales (Meek & Nieuwenhuys 1998):

= Una capa molecular externa: contiene células estrelladas dispersas, las dendritas de las células de
Purkinje y otras grandes neuronas del cerebro ademas de fibras paralelas procedentes de células
granulares.

= Una capa gangliolar intermedia: formada por células de Purkinje y neuronas eurydendroides de las
cuales surgiran las conexiones cerebelares eferentes (Pouwels 1978a, b; Murakami & Morita 1987).
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= (Capa profunda granular: formada por células granulares que reciben entradas de fibras musgosas,
proyecciones de las células de Purkinje, dendritas de las células eurydendroides y de las células
estrelladas (Pouwels 1978a, b; Meek & Nieuwenhuys 1998; Folgueira et al. 2006).

Aunque estas tres capas también estdn presentes en la valvula cerebelar y en el I6bulo caudal, el orden y la
disposicion de estas capas es, aparentemente, el inverso de aquel descrito anteriormente en el corpus del
cerebelo, como resultado de la inversidn de la placa cerebelar embrionaria en el ventriculo del mesencéfalo
(Meek & Nieuwenhuys 1998).

Una extensidn rostral del corpus del cerebelo en el ventriculo mesencefdlico forma la valvula del cerebelo,
gue estd Unicamente presente en los peces actinopterigios (Kappers et al. 1936) y se localiza en el ventriculo
mesencefalico bajo el techo dptico (Folgueira et al. 2006). La valvula cerebelar en ciprinidos es muy larga y
plana (Meek 1992) y se divide en dos zonas por una fisura longitudinal: en la valvula lateral y la medial. La
valvula lateral se caracteriza por tener una capa de células granulares externa (Wullimann & Northcutt
1988; Lannoo et al. 1991; Meek & Nieuwenhuys 1998)

La valvula del cerebelo también posee una peculiar distribucién de las células de Purkinje y de las células
granulares respecto a la capa molecular. En su mayor parte, las células granulares no estan localizadas bajo
la capa de células de Purkinje, sino que estan situadas lateralmente a la capa molecular dando lugar a fibras
paralelas sin ninguna ramificacién. En ciprinidos las células de Purkinje de la valvula se encuentran
parcialmente dispersas dentro de la capa molecular, al igual que sucede en el I6bulo caudal cerebelar (Meek
1992).

3. Techo dptico

El techo mesencefélico, techo dptico o tectum es una estructura pareada que cubre el ventriculo
mesencefalico y que domina tanto el aspecto dorsal como lateral del cerebro de muchos teleésteos. El techo
Optico es la principal entrada de las fibras dpticas retinales que proyectan un mapa retinotépico organizado
al tectum. Tiene una forma convexa que se aplana en direccién dorsoventral y que se conecta
lateroventralmente con el tegumento mesencefalico y rostroventralmente con la zona unién mesencéfalo-
dicencéfalo pretectal (Meek & Nieuwenhuys 1998).

Los limites mediodorsales de las dos mitades tectales estan conectados entre si por medio de la comisura
intertectal y con una cresta pareada de células granulares, localizadas ventralmente a esta comisura,
denominada toro longitudinal (Meek & Nieuwenhuys 1998).

El techo mesencefalico no solo esta envuelto en el procesamiento de la informacion visual como sugiere su
inervacién sustancial por las fibras dpticas, sino que también estd envuelto en la integraciéon de sefiales
visuales a partir de la informacién sensorial proveniente de otros sentidos y la coordinacidn y generacién de
movimientos dirigidos a un objetivo. Ademads de tareas de orientacion integrada como la identificacién y
localizacién de objetos. Por ello puede ser considerado uno de los centros sensitivomotores principales en el
sistema nervioso central de teledsteos (Meek & Nieuwenhuys 1998; Wullimann 1998).

El techo dptico estd formado por hasta 15 laminas de neuronas y neurdpilos que reciben entradas
multimodales de varias fuentes que incluyen la retina ademas de centros visuales adicionales como el
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tdlamo dorsal y ventral, el pretecho y el nicleo del istmo, pero también de fuentes no visuales como el toro

longitudinal o el telencéfalo. Ademas, el techo dptico presenta una estratificacién diferente. En todos los

teledsteos se pueden distinguir 7 capas tangenciales principales que se componen de diferentes fibras y

células. Desde la piamadre hasta el ventriculo las capas se llaman: (Meek & Nieuwenhuys 1998; Wullimann

1998)

Extracto fibroso marginal (SM): es la capa mas superficial consistente en fibras paralelas amielinicas
que se originan a partir del toro longitudinal y que terminan en las dendritas apicales de las
neuronas bipolares mas profundas.

Extracto dptico (SO): contiene el grueso de las fibras de la retina que terminan en la capa 5.

Extracto fibroso y gris superficial (SFGS) que consiste en una gran variedad de elementos neuronales.
La capa central tectal o el extracto grisaceo central (SGC) puede ser subdividido en la capa 4, la capa
interna plexiforme y la capa 3 mas profunda que contiene una gran variedad de dendritas axones y

cuerpos celulares.

Extracto album central (SAC): contiene el grueso de las fibras tectales eferentes y los somas de las
largas células multipolares eferentes.

La capa mas profunda, el extracto periventricular (SPV) contiene neuronas densamente
empagquetadas, que tienen sus dendritas y las ramificaciones axonales en las capas tectales mas
superficiales.

BC
BO
Cans
cc
CCe
CCer
Cgus
Chab
Chor
CM
cMC
CP
Cpost
Ctec
Ctub
Cven
Dc
Dd
DI

Abreviaturas

Brachium conjunctivum Dm Area telencefalica dorsal, zona medial
Bulbo olfatorio DP Nucleo taldmico dorsal posterior
Comisura ansulata Dp Area telencefalica dorsal, zona posterior
Cresta cerebelar EG Eminencia granular

Corpus del cerebelo EW Nucleo de Edinger-Westphal
Comisura cerebelar FLL Fasciculo longitudinal lateral
Comisura del nucleo gustatorio secundario FLM Fasciculo longitudinal medial
Comisura habenular FR Fasciculo retroflexo

Comisura horizontal FRI Formacion reticular intermedia
Cuerpo mamilar FRS Formacion reticular superior

Capa molecular del cerebelo GC Gris central

Nucleo taldmico central posterior Hav Nucleo de la habénula ventral
Comisura posterior | Nucleo talamico intermedio
Comisura tectal LCa Lébulo caudal del cerebelo

Comisura del tubérculo posterior LI Lébulo inferior del hipotalamo
Comisura ventral del rombencéfalo LvII Lébulo facial

Area telencefalica dorsal, zona central LX Lébulo del vago

Area telencefalica dorsal, zona dorsal ME Médula espinal

Area telencefalica dorsal, zona lateral MO Médula oblongada
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NALL Nervios anteriores de la linea lateral T Nucleo tangencial
NCP Nucleo de la comisura posterior Tel Telencéfalo
NFLM Nucleo del fasciculo longitudinal medial TeO Techo éptico
NGS Nucleo gustatorio secundario TL Toro longitudinal
NI Nucleo del istmo TO Tracto 6ptico
NIn Nucleo interpeduncular TOC Tracto olivo-cerebelar
NLV Nucleo lateral de la valvula TOM Tracto olfatorio medial
Nmvd Parte dorsal del nicleo motor del trigémino TOV Tracto dptico ventrolateral
NOA Nucleo octavo anterior TPC Tracto pretecto-cerebelar
NOM Nucleo octavolateral medial TPp Tubérculo posterior, nucleo periventricular
NPA Nucleo pretectal accesorio TSc Toro semicircular, nicleo central
NPC Nucleo pretectal central TSvl Toro semicircular nucleo ventrolateral
NTA Nucleo del tubérculo anterior TTB Tracto tectobulbar
NTD Nucleo tegmental dorsal TTBc Tracto tectobulbar cruzado
ol Oliva inferior TTBr Tracto tectobulbar recto
P Nucleo taldmico posterior ™ Tracto telencefalico medial
PC Tracto posterior del cerebelo Val Valvula cerebelar lateral
PGI Nucleo preglomerular lateral Vam Valvula cerebelar medial
PGm Nucleo preglomerular medial VC Valvula cerebelar
PMs Nucleo pretectal magnocelular superficial vd Nucleo dorsal del area telencefalica ventral
PO Nucleo pretectal posterior VL Nucleo taldmico ventrolateral
PPa Nucleo predptico parvocelular anterior Vi Nucleo lateral del area telencefélica ventral
PPd Nucleo pretectal periventricular dorsal VM Nucleo taldmico ventromedial
PPp Nucleo predptico parvocelular posterior Vp Nucleo postcomisural del drea telencefalica ventral
PPs Nucleo pretectal parvocelular superficial Vv Nucleo ventral del area telencefalica ventral
PPv Nucleo pretectal periventricular ventral ZGP Zona gris periventricular del techo éptico
Qo0 Quiasma éptico
R Nucleo rostrolateral 1 Nervio oculomotor
RL Receso lateral del ventriculo diencefalico Vil Nervio octavo
SG Nucleo subglomeruloso X Nervio vago

OBIJETIVOS

Los objetivos planteados para este Trabajo fin de Grado son:

1.

Caracterizar mediante trazadores neuronales la organizacion de las proyecciones del cerebelo y el
techo éptico de pez cebra, de modo que se puedan identificar los diferentes ntcleos, tractos y areas
de terminacion que estan implicados en la integracién de la informacién sensorio-motora de estas
dos areas del encéfalo.

Determinar las diferentes vias de integracién del cerebelo y del techo dptico distinguiendo sus
proyecciones aferentes de las eferentes.

Comparar neuroanatémicamente los resultados obtenidos en el pez cebra con aquellos disponibles
en otras especies haciendo especial hincapié en aquellos de especies afines como el carpin dorado
(Carassius auratus) y la carpa comun (Cyprinus carpio).
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MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron 8 peces cebra adultos (Danio rerio) de ambos sexos de entre 25 y 40 mm de
longitud estandar que fueron obtenidos de un proveedor local y mantenidos de forma adecuada en el
acuario del laboratorio de Biologia Celular. Todos estos procedimientos fueron realizados conforme a las
directrices de la comunidad europea sobre el cuidado de los animales y la experimentacién.

Estos ejemplares nada mds ser extraidos del acuario en el que se encontraban fueron anestesiados por
inmersién en una solucién del 0,1% de metanosulfonato de tricaina (MS-222; Sigma, St. Louis, MO). A
continuacién se perfundieron intracardialmente con un fijador de paraformaldehido al 4% con tampdn
fosfato 0,1M y con un pH de 7,4-7,5 sobre una placa Petri con un polimero sélido transparente (elastémero

de silicona, SYLGARD®) bajo un microscopio estereoscépico. Para la perfusion se utilizé una canula que se

insert6 transcardialmente en el ventriculo, se realizd una pequefia incisién a nivel de la auricula para dejar
salir del sistema circulatorio la sangre y el exceso de fijador y se introdujo el fijador con una jeringa de 10ml
acoplada a la aguja. Tras la perfusion los encéfalos fueron extraidos de la cavidad craneal (excepto aquellos
en los que el area a marcar fuera accesible desde el exterior que se marcaban “in toto”) y mantenidos en el
mismo fijador durante un periodo de al menos unas 24 horas a una temperatura de 49C.

Se realizaron marcajes simples y dobles para determinar las proyecciones cerebelares y tectales. Para los
marcajes simples se utilizaron pequefios cristales del trazador Dil (perclorato 1,1'- dioctadecil- 3, 3, 3°,3'-
tetrametilindocarbocianina, Molecular Probes- INVITROGEN) que por su naturaleza lipofilica se inserta en las
membranas, transportdndose mediante difusién lateral de forma tanto anterégrada como retréograda vy
ademds emite fluorescencia rojizo-anaranjada (con un maximo de emisién de 565nm y un maximo de
excitacion de 549nm). Los cristales se aplicaron manualmente con una aguja entomoldgica bajo un
microscopio estereoscopico.

Los marcajes fueron realizados en el en el techo éptico (dos ejemplares, uno marcado dorsoventralmente y
otro dorsolateralmente), en el corpus cerebelar (un ejemplar), en la eminencia granular (un ejemplar), en el
I6bulo caudal del cerebelo (un ejemplar) y en la vélvula lateral (un ejemplar). Para realizar este ultimo
marcaje fue necesario retirar parte del techo éptico dorsal. El punto de aplicacion del cristal se sellé con
agarosa al 3% fundida para fijar el cristal sobre la estructura de interés y evitar la dispersién del trazador a
otras areas adyacentes. Los encéfalos se mantuvieron en una solucion de paraformaldehido y se incubaron
durante dos semanas en oscuridad y a una temperatura de 379C para asegurar el transporte del trazador.

También se realizaron dobles marcajes en dos ejemplares de pez cebra, en uno de ellos se aplicé el trazador
Dil en el lado izquierdo del corpus cerebeloso y el trazador DiO (dioctadeciloxacarbocianina perclorato,
Molecular Probes-INVITROGEN) en el lado derecho de la valvula lateral. En el otro en cambio se aplicé Dil en
el lado derecho de la vélvula lateral y DiO en la mitad tectal izquierda hacia su parte dorsomedial. Se utilizd
el trazador DiO porque las diferencias con el rango de longitud de onda del Dil (DiO emite dentro de las
longitudes de onda del verde con un maximo de emisidon de 501nm y un maximo de excitacion de 484nm)
permiten contrastar facilmente ambos marcajes. Sin embargo, los marcajes con DiO no funcionaron tan bien
como aquellos realizados con Dil, ya que este trazador tiene un rango de difusion mucho menor. Los
encéfalos se mantuvieron en una solucion de paraformaldehido y se incubaron durante seis dias en
oscuridad y a una temperatura de 372C.
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Al terminar el periodo de incubacion se realizaron fotografias de los encéfalos con una cdmara digital
(coolpix, NIKON) adaptada a una lupa binocular para dejar constancia del punto exacto de aplicacién del
trazador (Fig.3.). Los encéfalos se incluyeron en un bloque de agarosa al 3% en PB y se cortaron
transversalmente en secciones de entre 70 y 80um de grosor con un vibratomo (Campden Instruments, UK).
Las secciones se depositaron sobre portaobjetos gelatinizados.

Fig.3. Microfotografias de encéfalos de ejemplares de pez cebra mostrando las regiones del encéfalo desde donde
difundieron los cristales de Dil tras dos semanas de incubacion A: Techo éptico B: Corpus del cerebelo C: Eminencia
granular D: Valvula cerebelar (expuesta tras la ablacidn homolateral del techo 6ptico).

Finalmente las secciones obtenidas del vibratomo se montaron en portaobjetos gelatinizados con PB:
glicerina (1:1), se observaron y se fotografiaron con una cdmara (coolpix, NIKON) asociada a un microscopio
de fluorescencia equipado con un conjunto de filtros. Para visualizar el Dil se utilizo el filtro optimizado para
Texas red cuya longitud de onda es similar a la del Dil (longitud de emisién de 624-40nm y de excitacién de
562-40nm) y para ver el DiO fue necesario el filtro optimizado de fluoresceina, FITC (longitud de emisidn
536-40nm y de excitacion 482-35nm). Los bloques de filtros de doble banda GFP/DS-red (longitud de emisién
del GFP de 500-30 y de excitacidon 450-90; longitud de emisién del DS-red de 570-680 y de excitacién 540-70)
y FITC/Texas Red fueron utilizados para observar los marcajes dobles. Las fotografias se tomaron en su
mayoria con los objetivos x10 y x20 (pero también algunas con los objetivos x4 y x40).

Por ultimo se realizaron los dibujos esquematicos de las distintas secciones del cerebelo y el techo éptico
con el programa CorelDRAW X3 a partir de las fotografias tomadas previamente. Con el mismo CorelDRAW
X3 también se realizaron las plantillas de imagenes y se editaron las imagenes (brillo, contraste, perfilado,
inversion y conversion a escala de grises).

La nomenclatura de las diferentes dreas y nucleos del cerebro estd basada en Wullimann et al. (1996).
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RESULTADOS

1. Cerebelo

Valvula del cerebelo

Aferencias

La aplicacién de Dil y DiO en la valvula lateral rostral del cerebelo produjo la tincién de células a nivel del
techo dptico (mesencéfalo), cerebelo (rombencéfalo) y médula oblongada de modo tanto ipsilateral como
contralateral (Fig.4. y Fig.5.). Los nucleos pretectales en los que se observaron células marcadas
retrogradamente fueron: el ndcleo pretectal parvocelular superficial y el ndcleo predptico parvocelular
posterior ambos marcados bilateralmente y el nicleo pretectal magnocelular superficial ipsilateral. Ademas
al mismo nivel también se observan células redondeadas y fibras bilaterales en la regién del talamo
ventrolateral (Figs.4A, 5 A-B). A nivel rostral del rombencéfalo se pueden observar numerosas células con
una forma similar a las granulares en el nucleo lateral de la valvula ipsilateral (Figs. 4E-F, 5 G-H) y en el
nucleo de Edinger-Westphal cuyas fibras se cruzan hacia el lado contralateral por la region ventral cercana al
nervio oculomotor (Figs. 4E-F, 5 G). También se observaron algunas células en la region trigeminal cerca del
nucleo sensitivo del trigémino (Figs. 4H, 5J). Hacia la médula oblongada rostroventral aparecieron numerosas
células redondeadas tefiidas en la oliva inferior contralateral que envian fibras ascendentes hacia la valvula
por medio del tracto olivo-cerebelar (Figs. 4 I-J, 5K-L).

Eferencias

En cuanto a eferencias, la aplicacién de Dil y DiO dio lugar al marcaje de numerosas fibras, tanto ipsilaterales
como contralaterales. Una gran cantidad de fibras atraviesan el encéfalo por el tracto pretecto-cerebelar
desde el nucleo de la valvula lateral hasta el mesencéfalo anterior por su lado ipsilateral (Figs. 4 B-D, 5C) e
inervan la regién ventral del toro longitudinal pasando por el nucleo pretectal periventricular dorsal y
cruzando a través de la comisura posterior (Figs. 4B, 5C-D). Las fibras eferentes de la valvula viajan a través
del brachium conjunctivum (Figs. 4D-G, 5G) cuyas fibras se emiten por la valvula cerebelar ipsilateral, cruzan
por el fasciculo longitudinal medial y llegan al tegmento contralateral pasando por el nucleo periventricular
del tubérculo posterior antes de terminar en las cercanias del nucleo rojo. Ademas la valvula del cerebelo
envia fibras bilaterales al hipotdlamo que se dirigen al receso lateral rodeando el cuerpo mamilar y cruzan
hacia el lado contralateral por medio de la comisura ansulata (Figs. 4 C-E, 5 E-G). La regidn trigeminal recibe
fibras de la vdlvula lateral que cruzan hacia la parte caudal del cerebelo cercana al fasciculo longitudinal
medial alcanzando la regidn ventral del cerebelo préxima al tracto tectobulbar cruzado (Figs. 4G-H, 5I-J).
También se observaron algunas fibras en el nicleo sensitivo del trigémino (4H, 5J) y en la formacidn reticular
superior (Figs. 4E-H, 5J). Por ultimo, la valvula parece enviar fibras al corpus del cerebelo a través del tracto
posterior del cerebelo que cruzan hacia el lado contralateral por la comisura cerebelar (Figs. 4G, 5I).



Ana Quelle Regaldie

2014

10



Ana Quelle Regaldie

2014

Fig.4. Dibujos esquematicos de las secciones transversales del encéfalo del pez cebra (A-J) que muestran las células
(pequefios circulos sélidos) y las fibras (lineas) tras la aplicacion de Dil en la valvula lateral. El drea sombreada en C-F
muestra el punto de aplicacidn. Estas imagenes estan ordenadas de forma que lo ipsilateral se representa hacia la
izquierda y lo contralateral a la derecha. El nivel al que se han realizado las secciones esta indicado en la vista lateral del
encéfalo. La barra de escala es de 500um.

Fig.5. Secciones transversales del mesencéfalo (A-F), rombencéfalo (G-J) y médula oblongada (K-L) mostrando las
células y fibras marcadas tras la aplicacion de Dil a la valvula lateral. Las imagenes estan ordenadas de modo que lo
ipsilateral queda hacia la izquierda y lo contralateral hacia la derecha. La linea media estd representada por los
ventriculos que se indican mediante un asterisco. A: Células (flechas) y fibras marcadas retrégradamente en el nicleo
pretectal parvocelular superficial y en el nldcleo taldmico ventrolateral. B: Células (flechas) y fibras marcadas
retrogradamente en el ndcleo pretectal parvocelular superficial, en el nicleo pretectal magnocelular superficial y el
nucleo taldmico ventrolateral, ademdas de algunas fibras marcadas en el techo éptico. C: Fibras marcadas
anterégradamente en el tracto pretecto-cerebelar, en el nucleo pretectal periventricular dorsal y en el toro
longitudinal. D: Detalle de fibras en el toro longitudinal. E: Fibras en el tracto cerebelo-hipotaldmico rodeando al
cuerpo mamilar y al nucleo preglomerular medial. F: Tracto cerebelo-hipotaldmico y punto de aplicacion del trazador
neuronal (Dil-DiO) en la vélvula lateral. G: Valvula lateral emitiendo proyecciones hacia el brachium conjunctivum, fibras
en el nucleo lateral de la vélvula, fibras del tracto cerebelo-hipotaldmico cruzando por la comisura ansulata, células
(flechas) en el nicleo de Edinger-Westphal H: Detalle de células (flechas) en el nucleo lateral de la valvula. I: Fibras
anterdgradas en la regidn trigeminal y en el corpus del cerebelo cruzando por la comisura cerebelar hacia el lado
contralateral. J: Tracto posterior del cerebelo, fibras anterdgradas en la regién trigeminal, en la formacidn reticular
superior y en el nucleo sensitivo del trigémino, también algunas células en la regién trigeminal (flecha). K: Células
marcadas retrogradamente en la oliva inferior (flechas) y fibras en el tracto olivo-cerebelar. L: Detalle de células
(flechas) de la oliva inferior. Las barras de escala son de 200 um A-C, E-G, I-K, de 100um en D, H y de 50um en L.
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Corpus del cerebelo
Aferencias

La aplicacién de Dil y DiO en el corpus del cerebelo dio lugar a células y fibras marcadas a diferentes niveles
rostrocaudales: en el mesencéfalo, rombencéfalo y médula oblongada (Fig.6 y Fig.7) predominantemente
ipsilaterales. Al nivel mas rostral del mesencéfalo se marcaron las células y fibras del nucleo pretectal
magnocelular superficial ipsilateral (Figs. 6C, 7D) y del nucleo predptico parvocelular posterior bilateral (Fig.
6C). En el mesencéfalo caudal, una importante aferencia al corpus cerebelar es el nucleo lateral de la valvula
que presenta células morfolégicamente similares a las granulares e intensamente tefidas bilateralmente
(Figs. 6G, 6H, 7H, 7J) cuyos axones dorsales al fasciculo longitudinal lateral atraviesan desde el lado
ipsilateral hacia el contralateral. El nicleo de Edinger-Westphal (Figs. 6H, 7H, 7)) que aparece préoximo al
nucleo lateral de la valvula, al nivel de la entrada del nervio oculomotor también presenta somas
redondeados. Rostralmente al nucleo lateral de la valvula, aparece el nucleo tegmental dorsal (Figs. 6F, 7G)
también situado bajo la valvula lateral con algunas células que proyectan hacia el corpus del cerebelo. En el
rombencéfalo se pueden observar numerosas células redondeadas en el nucleo sensitivo del trigémino (Figs.
61-J, 7L-M) que aparece en una posicién ventral al corpus del cerebelo, estas se sitlan principalmente en el
lado ipsilateral al marcaje con Dil o DiO pero también se observan algunas en el lado contralateral. En el area
octavolateral aparecieron algunas células tefiidas en una posicién dorsal cercana al nicleo octavo anterior
ipsilateral (Figs. 6J, 7L). Al igual que en la valvula cerebelar, en la médula oblongada rostroventral se
observaron numerosas células redondeadas marcadas retrégradamente en la oliva inferior contralateral
(Figs. 6L, 7N-0) que envian fibras ascendentes hacia la valvula por medio del tracto olivo-cerebelar que cruza
del lado contralateral al ipsilateral (Figs. 6K-L, 7N-N).

Eferencias

La aplicacién de Dil y DiO en el corpus del cerebelo causé la aparicion de numerosas fibras tefiidas tanto
ipsilaterales como contralaterales a distintos niveles del corpus del cerebelo (del telencéfalo a la médula
oblongada). La mayor parte de las fibras atraviesan el encéfalo a partir del tracto pretecto-cerebelar (Figs.
6D-G, 7D-E, 7G) que transcurre ipsilateralmente entre los nucleos pretectales y el cerebelo, enviando
principalmente aferencias al cerebelo. Las fibras viajan por el telencéfalo mediante el tracto telencefdlico
ica ventral (Figs. 6A, 7A).
Fibras procedentes del tracto pretecto-cerebelar, descendieron por la comisura posterior y entraron en la

medial (Figs. 6B, 7B-C, 7E) ipsilateral, inervando el nicleo ventral del area telencefa

parte ventral del toro longitudinal rostral (Figs. 6D, 7F). Las fibras eferentes del corpus viajan a través del
brachium conjunctivum (6E-H, 71), estas fibras que proceden del corpus del cerebelo ipsilateral, cruzan por el
fasciculo longitudinal medial y llegan al tegmento contralateral pasando por el ndcleo periventricular del
tubérculo posterior (Figs. 6D-E, 7E, 7G) antes de terminar en las cercanias del nucleo rojo (ntcleo situado en
las proximidades del fasciculo retroflexo). En el area taldmica también aparecieron eferencias en la region
del nucleo talamico ventrolateral ipsilateral (Figs. 6C, 7C) y en el nucleo taldmico central posterior (Figs. 6D,
7E, 7G). En la parte dorsal del nucleo subglomeruloso las proyecciones del brachium conjunctivum se juntan
con la proyeccién del corpus del cerebelo al hipotdlamo cuyas fibras al alcanzar una posicion mas caudal
rodean al cuerpo mamilar dirigiéndose hacia el receso lateral (Figs. 6F-G, 71). Una gran cantidad de células
granulares y de células de Purkinje se tifieron solo por la parte ipsilateral de la valvula (Figs. 6E-H, 7H). En la
region rombencéfalica se observa el corpus del cerebelo intensamente tefiido de forma ipsilateral, cuyas
fibras laterales cruzan a partir de la comisura cerebelar (Figs. 6H-K, 7J-K, 7M) y envian fibras por el tracto
posterior del cerebelo (6J, 7L-M). También se observan algunas fibras en la regién del fasciculo reticular
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superior (Figs. 6H-1). El area trigeminal ipsilateral (Figs. 61-J, 7K-M) recibe fibras del corpus del cerebelo que
descienden lateralmente hacia el ndcleo gustatorio secundario, alcanzando el fasciculo longitudinal medial.
El drea octavolateral recibe proyecciones descendentes del corpus en el nlcleo octavolateral anterior (Figs.
6J, 7L). Por ultimo en otras regiones del cerebelo como la eminencia granular (Fig. 6K) y el lI6bulo caudal
(Figs. 6K, 7N) también se observan fibras procedentes del cerebelo, posiblemente por transferencia directa
desde la region marcada por el trazador.

K
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Fig.6. Dibujos esquematicos de las secciones transversales del encéfalo del pez cebra (A-L) que muestran las células
(pequeiios circulos sélidos) y las fibras (lineas) tras la aplicacion de Dil en el corpus del cerebelo. El area sombreada en
H-K muestra el punto de aplicacion. Estas imagenes estan ordenadas de forma que lo ipsilateral se representa hacia la
izquierda y lo contralateral a la derecha. El nivel al que se han realizado las secciones estd indicado en la vista lateral del

encéfalo. La barra de escala es de 500um.
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Fig.7. Secciones transversales del telencéfalo (A-C), mesencéfalo (D-1), rombencéfalo (J-N) y médula oblongada (N-O)
mostrando las células y fibras marcadas tras la aplicacion de Dil al corpus del cerebelo. Las imagenes estan ordenadas
de tal forma que lo ipsilateral queda hacia la izquierda y lo contralateral hacia la derecha. La linea media esta
representada por los ventriculos que se indican mediante un asterisco. A: Fibras marcadas anterégradamente en el
nucleo ventral del area telencefalica ventral. B: Fibras cruzando a través del tracto telencefalico medial. C: Fibras
marcadas anterogradamente en el nicleo taldmico ventrolateral y el tracto telencefalico medial. D: Células (flechas) y
fibras marcadas retrégradamente en el nucleo pretectal magnocelular superficial y en el tracto pretecto-cerebelar. E:
Fibras cursando a través del tracto pretecto-cerebelar, en el nucleo talamico central posterior y en el nicleo
periventricular del tubérculo posterior cruzando por el tracto telencefdlico medial. F: Fibras marcadas
anterdgradamente en el toro longitudinal. G: Células (flecha) y fibras retrégradas en el nucleo tegmental dorsal, fibras
en el tracto pretecto-cerebelar, en el nucleo taldmico central posterior y en el nicleo periventricular del tubérculo
posterior. H: Células (flechas) y fibras retrégradas en el nucleo de la valvula lateral y en el nicleo de Edinger-Westphal
(flechas), ademas de fibras en la valvula cerebelar. I: Fibras cursando por el tracto cerebelo-hipotalamico y el brachium
conjunctivum. J: Células (flechas) y fibras en el nucleo lateral de la valvula y en el ntcleo de Edinger-Westphal, ademas
de fibras atravesando el corpus del cerebelo. K: Punto de aplicacidon del trazador neuronal (Dil-DiO) en el corpus del
cerebelo con fibras que cruzan a través de la comisura cerebelar, ademas de células (flechas) y fibras en la regién
trigeminal. L: Células (flechas) marcadas retrogradamente en el nucleo sensitivo del trigémino y en la parte dorsal al
nucleo octavo anterior en el cual también se observan fibras, ademas aparecen fibras en el tracto posterior del cerebelo
y en la regién trigeminal. M: Detalle de células (flechas) en el nucleo sensitivo del trigémino y fibras en el corpus del
cerebelo y en el tracto posterior del cerebelo. N: Fibras retrégradas marcadas en el tracto olivo-cerebelar, asi como en
el I16bulo caudal del cerebelo. N: Células marcadas retrégradamente en la oliva inferior (flechas) y fibras en el tracto
olivo-cerebelar. O: Detalle de células (flechas) en el tracto olivo-cerebelar. Las barras de escala son de 200um en E, G,
H, J, N; de 100um en C-D, F, K- Ny de 50um en A, B, Iy O.

Eminencia granular
Aferencias

La aplicacién de Dil a la eminencia granular dio como resultado el marcaje de células y fibras tanto a nivel del
mesencéfalo como del rombencéfalo (Fig. 8 y Fig. 9). Sin embargo el nimero de nucleos y fibras observados
fue mucho menor que el que se observé tras la aplicacidn de Dil y DiO en la valvula y el corpus del cerebelo.
A nivel rostral del mesencéfalo solo se encontraron algunas células en el nicleo predptico parvocelular
posterior (Figs. 8B, 9B), no se encontraron células marcadas en otros nucleos pretectales. En el mesencéfalo
medial aparecen algunas células en el nucleo tegmental dorsal que esta situado ventralmente al ventriculo
tectal y ventralmente a la valvula lateral rostral (Figs. 8C-D, 9D-F) cuyas proyecciones alcanzan el nucleo del
fasciculo longitudinal medial. Por dltimo en el rombencéfalo caudal se encuentran células emitiendo
proyecciones al cerebelo en el drea octavolateral, concretamente en el nervio octavo, el nicleo anterior de
la linea lateral y el nucleo tangencial (Figs. 8H, 91).
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Eferencias

Tras la aplicacidn de Dil en la eminencia granular se observaron algunas fibras tefiidas principalmente hacia
el lado ipsilateral, a distintos niveles (del telencéfalo a la médula oblongada). Al igual que para la vélvula y el
corpus del cerebelo se observaron fibras descendentes en el tracto pretecto-cerebelar (Figs. 8C-E, 9D-F) que
alcanzan la zona ventral rodeando la comisura horizontal y pasando por el nucleo periventricular del
tubérculo posterior (Figs. 8C, 9D). Algunas de estas fibras atraviesan la comisura posterior tifiendo fibras
ventrales en el toro longitudinal (Fig. 8C). A nivel telencefalico las fibras cursan por el nicleo ventral del area
telencefdlica ventral (Figs. 8A, 9A), al igual que en el corpus del cerebelo. En el mesencéfalo rostral la regién
del nucleo del tdlamo ventromedial (Figs. 8B, 9B-C) recibe fibras de la eminencia granular. También
aparecieron numerosas fibras en la capa granular de la valvula ipsilateral y solo unas pocas en la capa
molecular (Figs. 8D-F, 9E-F), estas fibras cruzan por el fasciculo longitudinal medial (Figs. 8E, 9F) y marcaron
algunas fibras en la valvula contralateral. En el nucleo del fasciculo longitudinal medial bilateral (Figs. 8D, 9E)
y en el toro semicircular (Figs. 8D-F, 9E) ipsilateral se encontraron algunas fibras eferentes de la eminencia
granular. En el rombencéfalo se observan fibras en el corpus del cerebelo ipsilateral (Figs. 8E-H, 9G) que
cruzan por la comisura cerebelar hacia el lado contralateral del cerebelo y de la eminencia granular. Otras
eferencias aparecieron en la formacién reticular superior (Figs.8F-G, 9G), en la formacidn reticular
intermedia (Figs. 8H, 9l), en el I6bulo caudal y en la cesta cerebelar ipsilateral (Figs. 8H, 9H-I).

Fig.8. Dibujos esquematicos de las secciones transversales del encéfalo del pez cebra (A-H) que muestran las células
(pequenios circulos solidos) y las fibras (lineas) tras la aplicacién de Dil en la eminencia granular. El area sombreada en
G-H muestra el punto de aplicacion. Estas imagenes estan ordenadas de forma que lo ipsilateral se representa hacia la
izquierda y lo contralateral a la derecha. El nivel al que se han realizado las secciones estd indicado en la vista lateral del
encéfalo. La barra de escala es de 50um.
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Fig.9. Secciones transversales del telencéfalo (A), mesencéfalo (B-F), rombencéfalo (G-1) mostrando las células y fibras
marcadas tras la aplicacion de Dil a la eminencia granular. Las imagenes estan ordenadas de tal forma que lo ipsilateral
queda hacia la izquierda y lo contralateral hacia la derecha. La linea media estd representada por los ventriculos que se
indican mediante un asterisco. A: Fibras marcadas anterdgradamente en el nicleo ventral del drea telencefalica ventral.
B: Células (flechas) marcadas retrégradamente en el nucleo predptico parvocelular posterior, fibras en el nucleo
taldmico ventromedial y en el tracto telencefalico medial. C: Fibras marcadas anterégradamente en el nucleo taldmico
ventromedial y en el nudcleo predptico parvocelular posterior. D: Células (flecha) y sus proyecciones marcadas
retrogradamente en el nucleo tegmental dorsal, fibras en el tracto pretecto-cerebelar, en nucleo periventricular del
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tubérculo posterior y rodeando a la comisura horizontal. E: Fibras y células (flecha) marcadas en el nicleo tegmental
dorsal, en el tracto pretecto-cerebelar, en el nicleo central del toro semicircular, en el ntcleo del fasciculo longitudinal
medial y en la vélvula lateral. F: Células (flechas) marcadas retrogradamente en el nucleo tegmental dorsal, fibras la
valvula lateral, en el tracto pretecto-cerebelar y cruzando a través del fasciculo longitudinal medial. G: Fibras en el
corpus del cerebelo, cruzando hacia el lado contralateral por la comisura cerebelar, fibras anterdgradas en la regién
trigeminal atravesando el fasciculo longitudinal medial y en la formacidn reticular superior. H: Punto de aplicacién del
trazador neuronal (Dil) con fibras en la eminencia granular contralateral, el I1ébulo caudal del cerebelo y la cresta
cerebelar. I: Células (flechas) marcadas anterdgradamente en el nicleo tangencial, fibras en el I6bulo caudal del
cerebelo, en la formacion reticular intermedia y cruzando por el nervio octavo y los nervios anteriores de la linea
lateral. Las barras de escala son de 200um en B, D- I, de 100um en Cy de 50um en A.

Lobulo caudal del cerebelo

Aferencias.

La aplicacién de Dil en el I6bulo caudal resulté en el marcaje de células y fibras en el rombencéfalo (Fig. 10 y
Fig. 11). Sin embargo tan solo se observaron células marcadas en el nucleo sensitivo del trigémino cuyos
somas presentan formas redondeadas (Figs. 10B-C, 11C) y alguna célula en el ndcleo octavo anterior
ipsilateral (Figs. 10A, 11A-B)

Eferencias

La aplicacion de Dil en el I6bulo caudal permitid distinguir las fibras eferentes ipsilaterales que se dirigen al
rombencéfalo y la médula oblongada. A nivel rostral del rombencéfalo se observan fibras marcadas en el
nucleo octavo anterior ipsilateral (Figs. 10A, 11A-B). Ademas aparece marcaje de fibras en la eminencia
granular (Figs. 10B-C, 11C) que ascienden hasta el corpus del cerebelo (Figs. 10C) alcanzando su capa
molecular, asi como en la cresta cerebelar (10D-E) cerca del punto de aplicaciéon del |ébulo caudal
(posiblemente por difusion directa del trazador desde la zona marcada).
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Fig.10. Dibujos esquematicos de las secciones transversales del encéfalo del pez cebra
(A-E) que muestran las células (circulos sélidos) y las fibras (lineas) tras la aplicacién de Dil
en el Iobulo caudal. El area sombreada en B-D muestra el punto de aplicacion. Estas imagenes
estan ordenadas de forma que lo ipsilateral se representa hacia la izquierda y lo contralateral
a la derecha. El nivel al que se han hecho las secciones esta indicado en la vista lateral del
encéfalo. La barra de escala es de 500 um
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Fig.11. Secciones transversales del rombencéfalo (A-C) mostrando las células y fibras marcadas tras la aplicacion de Dil
al I6bulo caudal. Las imagenes estan ordenadas de forma que lo ipsilateral queda hacia la izquierda y lo contralateral
hacia la derecha. La linea media esta representada por los ventriculos que se indican mediante un asterisco. A: Células
(flechas) y fibras marcadas retrégradamente en el nicleo octavo anterior. B: Detalle del nicleo octavo anterior con
células (flechas) y fibras. C: Células retrogradamente marcadas (flechas) en el nicleo sensitivo del trigémino y fibras en
la eminencia granular. Las barras de escala son de de 200pum en Ay de 50um en By C.

2. Techo 6ptico

Aferencias

La aplicacion de Dil y DiO a diferentes niveles del techo éptico produjo el marcaje de células y fibras a nivel
del telencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo de modo tanto ipsilateral como contralateral (Fig.12. y Fig.13.)
La principal aferencia del techo éptico surge de la retina que proyecta en el techo éptico a través de diversos
nucleos pretectales y taldmicos como son: el nucleo pretectal parvocelular superficial ipsilateral (Figs. 12B-C,
13B-C) que presenta numerosas células redondeadas teiidas, el ndcleo rostrolateral ipsilateral (Figs. 12B,
13B), el nucleo predptico parvocelular posterior bilateral (12B, 13B) y los nucleos talamicos bilaterales
ventromedial (Figs. 12B-C, 13B) e intermedio (Figs. 12B, 13B). Las fibras monopolares de la retina alcanzan el
techo dptico mediante los tractos opticos y el quiasma dptico (Figs. 12B-D, 13B-C). Mas caudalmente,
aparece el nucleo de la comisura posterior (12D-E, 13D), cuyas células proyectan fibras que atraviesan la
comisura posterior para alcanzar el lado contralateral. Rostralmente, al nivel del telencéfalo caudal se
pueden observar algunas células en la zona central del area telencefélica dorsal por su parte ipsilateral (Figs.
12A, 13A). Por ultimo a nivel rombencefilico se observan algunas células redondeadas en el nucleo del istmo
(12H, 13J-K) que emiten proyecciones hacia el techo éptico.

Eferencias

La aplicacion de Dil y DiO origina el marcaje de algunas fibras eferentes del techo dptico que son en su
mayoria, ipsilaterales. La principal eferencia del techo dptico es el tracto tectobulbar ipsilateral (Figs. 12F-G,
13H, 13J) que aparece hacia la parte mas caudal del mesencéfalo y atraviesa la comisura ansulata para luego
dividirse en el tracto tectobulbar recto (Figs. 12H-1, 13I) que es ipsilateral y el tracto tectobulbar cruzado
(Figs. 12H-J, 131) que aparece por la parte contralateral. También se observé la presencia del tracto pretecto-
cerebelar (Figs. 12E-G) que surge del drea pretectal en la parte rostral del techo éptico y alcanza una
posicidon cada vez mas ventral segin se acerca al cerebelo. El techo dptico también envia proyecciones a
nucleos pretectales como el nucleo pretectal accesorio (12C, 13E) situado sobre tracto dptico ventrolateral
ipsilateral y la parte dorsal del nucleo pretectal periventricular (12D-E, 13D). Ademas, se observaron fibras
ipsilaterales al hipotalamo (Figs. 12E-G, 13F. 13H-I) que en su parte mas rostral atraviesan el nucleo del
tubérculo anterior ipsilateral (Figs. 12E, 13F) para luego dirigirse caudalmente a la parte dorsal del receso
lateral rodeando al nudcleo subglomeruloso. Otras proyecciones del techo éptico aparecieron en el
rombencéfalo donde se observaron las numerosas fibras que inervan el nicleo tegmental dorsal (Figs. 12F,
13G) y algunas fibras en el toro semicircular (Figs. 12F, 13G) ambas tanto por su parte ipsilateral como
contralateral. Ademas, el techo dptico ipsilateral emite proyecciones hacia el techo déptico contralateral
mediante fibras que atraviesan la comisura intertectal (Fig. 12E).
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Fig.12. Dibujos esquematicos de las secciones transversales del encéfalo del pez cebra (A-J) que muestran las células
(circulos soélidos) y las fibras (lineas) tras la aplicacion de Dil en el techo dptico. El area sombreada en D-G muestra el
punto de aplicacién. Estas imagenes estan ordenadas de forma que lo ipsilateral se representa hacia la izquierda y lo
contralateral a la derecha. El nivel al que se han realizado las secciones esta indicado en la vista lateral del encéfalo. La
barra de escala es de 500um.

Fig.13. Secciones transversales del telencéfalo (A), mesencéfalo (B-1) y rombencéfalo (J-K) mostrando las células y fibras
marcadas tras la aplicacion de Dil al techo dptico. Las imagenes estdn ordenadas de forma que lo ipsilateral queda hacia
la izquierda y lo contralateral hacia la derecha. La linea media esta representada por los ventriculos que se indican
mediante un asterisco. A: células (flechas) retrégradas en la zona central del area telencefalica dorsal. B: Células
(flechas) retrégradamente marcadas en el nucleo pretectal parvocelular superficial y el nucleo rostrolateral, ademas de
fibras en el nucleo predptico parvocelular posterior, el nicleo taldmico ventromedial, en el nucleo taldmico intermedio
y cursando por los tractos opticos y el quiasma o6ptico. C: Células (flechas) retrégradamente marcadas en el nucleo
pretectal parvocelular superficial y cruzando por el tracto dptico. D: Células (flechas) retrégradamente marcadas en el
nucleo de la comisura posterior y fibras en el nucleo pretectal periventricular dorsal ademas de cursando por la
comisura posterior. E: Punto de aplicacidn de Dil en el techo 6ptico, fibras en el nucleo pretectal accesorio y en el tracto
Optico ventrolateral. F: Fibras anterdgradas en el nucleo del tubérculo anterior. G: Fibras anterdgradas en el nicleo
tegmental dorsal y en el nucleo central del toro semicircular. H: Fibras cursando por el tracto tectobulbar y fibras en el
I6bulo hipotalamico dorsales al receso lateral. I: Fibras atravesando el tracto tectobulbar recto y el tracto tectobulbar
cruzado, ademas de fibras en el I6bulo hipotaldmico dorsales al receso lateral. J: Fibras retrogradas en el nucleo del
istmo y fibras anterdgradas en el techo dptico y en el tracto tectobulbar. K: Detalle de células (flechas) en el ntcleo del
istmo. Las barras de escala son de 200um en B, C, E, G-J; de 100um en D, Fy de 50um en A, K.
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DISCUSION

El uso de carbocianinas como trazadores neuronales permite una gran sensibilidad y mejora de la precision
en el marcaje de las diferentes dreas del encéfalo, tanto si son estructuras muy pequefias, como si tienen un
acceso dificultoso puesto que, tras su aplicacién, éstas se insertan en las bicapas lipidicas y son
transportadas a partir del movimiento de los lipidos de la membrana de forma anterdgrada y retrograda
(Godement et al. 1987; Holmqvist et al. 1992). Sin embargo, estos trazadores presentan una serie de
problemas ya que su difusidn, tanto anterégrada como retrégrada a lo largo del encéfalo puede generar
confusién a la hora de determinar el origen de las fibras tefiidas, sobre todo para distinguir las eferencias.
Este problema podria solucionarse parcialmente mediante experimentos reciprocos de aplicacion de Dil y
DiO en los supuestos destinos de las fibras. Otro problema de las carbocianinas es que, en su area de
aplicacién, presentan una intensa fluorescencia que puede obstaculizar la visualizacion de los nucleos y
fibras marcados y dar lugar a equivocos ya que, los tractos que pasan cercanos a la region de aplicacion
pueden resultar marcados por proximidad. Ademas, si no se realiza una correcta perfusién, las células
sanguineas remanentes pueden presentar fluorescencia y dificultar la distincién de las areas realmente
marcadas. (Folgueira et al. 2006) Debido a estos problemas, podria haber sido necesaria la utilizacion de mas
ejemplares para alcanzar una mayor certeza sobre los resultados obtenidos.

1. Cerebelo

Valvula del cerebelo

La aplicacidon de carbocianinas en el vélvula del cerebelo requiere la ablacion de parte del techo éptico
dorsal, por lo que es posible que algunas conexiones fueran resultado de la difusidon accidental de trazadores
neuronales. Sin embargo en este trabajo no se observan evidencias de que la transferencia accidental se
haya podido producir.

Las aferencias observadas en la valvula lateral de Danio rerio provienen de los nucleos pretectales: nucleo
pretectal magnocelular superficial, nacleo pretectal parvocelular superficial y ndcleo predptico parvocelular
posterior; del tdlamo ventrolateral, del nucleo lateral de la valvula, del nucleo de Edinger-Westphal, del
nucleo sensitivo del trigémino y de la oliva contralateral.

En Carassius y Lepomis (Wullimann & Northcutt 1989) las principales aferencias a la valvula que se
encontraron proceden de nucleos pretectales (nucleo central pretectal, nucleo dptico accesorio dorsal), de
los ntlcleos tegmentales (dorsal y ventral), del nucleo lateral de la valvula, del nicleo sensitivo del trigémino,
del nucleo del istmo y de la oliva inferior contralateral. Estos resultados coinciden con los del presente
trabajo, exceptuando las aferencias a esos determinados pretectales y al nucleo del istmo. Sin embargo, los
propios autores sefialaron que las proyecciones a estos pretectales y al nucleo del istmo coinciden con
proyecciones conocidas al techo dptico, por lo que estos marcajes podrian ser debidos a una difusién
accidental. En la carpa (lto & Yoshimoto 1990) se encontraron proyecciones similares, ademds de
proyecciones adicionales a la formacion reticular inferior.
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Otra investigacion experimental de las conexiones de Gnathonemus petersi (Meek et al. 1986) demostro

que la valvula medial, recibe aferencias distintas a la valvula lateral procedentes del nucleo lateral de la

valvula, del nucleo dorsal tegmental, del nucleo sensitivo del trigémino, del nucleo lateral reticular y de la

oliva contralateral

En cuanto a las eferencias, en Danio rerio las eferencias principales que observamos fueron: al toro

longitudinal, al I6bulo inferior hipotaldmico, a la region trigeminal y a la formacion reticular superior. En la

carpa (lto & Yoshimoto 1990) se
encontraron proyecciones similares al
toro longitudinal, al lébulo inferior
hipotaldmico, al nucleo posterior de la
comisura, al techo éptico, al toro
semicircular, al lébulo facial y a la
formacién reticular. En Sebastiscus
(Murakami & Morita 1987) en cambio,
se observaron proyecciones al nucleo
nucleo

taldamico ventromedial, al

lateral de la wvalvula, al nducleo
oculomotor, al nucleo rojo y a la
formacion reticular, las cuales no
coinciden con las de este trabajo lo
gue sugiere que es posible que existan
diferencias especie especificas entre

ciprinidos y percomorfos.

PPp,VL,PPs,PPm
PPp,PPd

Ll
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Fig.14. Representacion esquematica de una vista lateral del cerebro
con el resumen de las principales conexiones aferentes y eferentes de
A: Vélvula cerebelar B: Corpus del cerebelo C: Techo éptico

Corpus del cerebelo

La aferencia caudal principal del cerebelo en teledsteos es la oliva inferior que proyecta al cerebelo
mediante el tracto olivo-cerebelar (Finger 1978; Meek et al. 1986; Wullimann & Northcutt 1989; Ito &
Yoshimoto 1990; Xue et al. 2008; Bae et al. 2009) que envia fibras ascendentes a las zonas longitudinales de
células de Purkinje en el corpus del cerebelo contralateral que llegan hasta la capa molecular (Xue et al.

2008).
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La principal proyeccion al corpus, en cambio es el tracto pretecto-cerebelar (Folgueira et al. 2006) que
transcurre desde los nucleos pretectales del mesencéfalo rostral recibiendo proyecciones del nicleo de la
valvula lateral y posiblemente también del nucleo dorsal tegmental y del nicleo de Edinger Westphal, como
hemos demostrado en este trabajo.

En teledsteos no electroreceptivos (Wullimann & Northcutt 1988) se encontraron aferencias en los
siguientes nucleos pretectales: el ndcleo de la comisura posterior, el ntcleo pretectal periventricular dorsal,
el nucleo central pretectal, el nucleo dorsal accesorio y el nicleo ventral accesorio. Resultado que no
coincide con las aferencias que hemos encontrado en el pez cebra en el nucleo pretectal magnocelular
superficial y en el ndcleo predptico parvocelular posterior. En el mesencéfalo los mismos autores citaron al
nucleo dorsal tegmental, el ndcleo de Edinger-Westphal, el nucleo lateral de la vélvula, el ntcleo del istmo,
el locus coeruleus y el nicleo perilemniscal como aferencias. En este trabajo podemos confirmar que las
aferencias observadas en Carassius y Lepomis en el nucleo de la valvula lateral, el nucleo de Edinger-
Westphal y en el ndcleo dorsal tegmental también existen en Danio rerio. A niveles mas caudales (Finger
1983; Wullimann & Northcutt 1988) se encontraron células tefiidas en el rafe inferior, en la region
octavolateral, en la raiz descendente del trigémino, en la formacion reticular inferior y la oliva inferior
contralateral. Por lo tanto podemos concluir que las aferencias en otros teledsteos son similares a las de
Danio rerio excepto en los nucleos pretectales y en que el pez cebra no recibe aferencias del nucleo del
istmo, el locus coeruleus, el nucleo perilemniscal y del rafe inferior.

También se ha demostrado que el nicleo lateral de la vélvula, que es exclusivo de actinopterigios, envia
proyecciones a las células granulares del corpus y de la vélvula del cerebelo, tanto en los teledsteos
electroreceptivos como en los teledsteos no electroreceptivos (Meek et al. 1986; Wullimann & Northcutt
1989; Ito & Yoshimoto 1990). Ademas, recibe proyecciones del nucleo pretectal magnocelular superficial y
del l6bulo hipotalamico inferior (Ito & Yoshimoto 1990). Eso significa que la proyeccidon observada en el
hipotdlamo (tracto cerebelo-hipotaldmico) podria no terminar en el cerebelo, sino en el nicleo de la vélvula
lateral (Nieuwenhuys & Pouwels 1983).

En cuanto a las eferencias, al igual que en Carassius, en Danio rerio se vio que estas transcurrian
principalmente a través del brachium conjunctivum que se dirige desde el corpus hasta el nucleo rojo en el
tegmento mesencefalico y por el tracto posterior del cerebelo alcanza la parte mas caudal del encéfalo,
terminando en las formaciones reticulares superior e inferior. La presencia de este tracto fue descrito en
otras especies (Wullimann & Northcutt 1988; Folgueira et al. 2006). Ademas, en Carassius se encontraron
fibras en el nucleo oculomotor, en el nucleo del fasciculo longitudinal medial, en el ndcleo central del toro
semicircular, en el ntcleo del tdlamo ventromedial y ventrolateral y en el toro longitudinal que es inervado
por fibras del tracto pretecto-cerebelar por su lado ipsilateral, aunque algunas fibras cruzan la comisura
posterior para entrar en el toro contralateral. En pez cebra se observan muchas diferencias con estos
resultados puesto que, ademas de proyecciones al nucleo del talamo ventrolateral y al toro longitudinal,
también se encontraron otras proyecciones al area trigeminal, al area hipotaldmica (incluido el nucleo
periventricular del tubérculo posterior), a la valvula cerebelar, al nicleo octavo anterior, a la formacién
reticular superior y una proyeccién telencefdlica al nucleo ventral del area telencefdlica ventral que
transcurre por el tracto telencefalico medial.

En otras especies como Sebastiscus (Murakami & Morita 1987) si que se encontraron proyecciones al l6bulo
inferior del hipotalamo y en Gnathonemus (Meek et al. 1986) proyecciones al area trigeminal.
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Eminencia granular

Tras el marcaje Dil a las eminencia granular tan solo se observaron marcajes retrégrados en el nucleo
predptico parvocelular posterior, en el nucleo tegmental dorsal y en la regidén octavolateral, concretamente
en el nervio octavo, en el nucleo anterior de la linea lateral y en el nucleo tangencial. Al contrario que en la
valvula lateral y en el corpus del cerebelo, no aparecieron células tefidas en la oliva inferior ni en el nicleo
lateral de la vdlvula. En la trucha en cambio, el nucleo lateral de la valvula parece representar una
importante aferencia (Folgueira et al. 2006).En gimnétidos, se encontraron células en el ndlcleo
preeminencial, el nicleo lateral reticular, el nucleo dorsal tegmental, el nucleo del rafe, el locus coeruleus,
nucleos del area octavolateral y también la oliva inferior (Sas & Maler 1987)

Las eferencias a la linea lateral anterior y al nucleo octavolateral anterior confirman los datos obtenidos en
otras investigaciones en otros teledsteos (Lutien 1975; Meek & Nieuwenhuys 1998; Folgueira et al. 2006;
Straka et al. 2006). También se demostrd que la aplicacién de Dil a la eminencia granular causa la tincién de
fibras paralelas que transcurren por la cresta cerebelar y el I6bulo caudal del cerebelo (Bass 1982; Meek &
Nieuwenhuys 1998)

La posible transferencia de Dil de la eminencia granular al corpus del cerebelo y a la valvula cerebelar por su
posicidn cercana, no podria descartarse. Por lo cual algunas de las conexiones que se encontraron en este
trabajo podrian pertenecer al corpus del cerebelo o a la valvula lateral, eso explicaria las eferencias al nucleo
taldmico ventromedial, la valvula lateral y el toro longitudinal.

Lébulo caudal del cerebelo

Determinar las aferencias y eferencias del I6bulo caudal del cerebelo podria ser complicado debido a que su
dificil localizacién hace sencillo errar el punto de marcaje puesto que, en teledsteos no electroreceptivos y
en teledsteos pasivamente electroreceptivos el lébulo caudal abarca la parte mas caudal de la capa
molecular del cerebelo localizada entre las eminencias granulares y los grupos de células granulares y de
purkinje asociadas con esta capa molecular (Maler 1974; Bass 1982; Meek 1992). Por ese motivo los
resultados obtenidos podrian pertenecer a la parte caudal del corpus del cerebelo y no al Iébulo caudal, ya
qgue por ejemplo, si se han observado células en el nucleo sensitivo del trigémino en el corpus del cerebelo
(Finger 1983; Wullimann & Northcutt 1988) pero no en el I6bulo caudal. Ademdas del marcaje de fibras en
otras areas como el corpus del cerebelo, la eminencia granular y la cresta cerebelar.

Sin embargo tal y como se espera para el Iébulo vestibulolateral aparecen conexiones con el sistema
octavolateral a partir del nucleo octavo anterior (Lutien 1975; Straka et al. 2006). Resultados obtenidos por
otros autores en Sebastiscus marmoratus (Murakami & Morita 1987) demostraron proyecciones a la region
del nervio oculomotor, al tdlamo ventromedial y al nucleo rojo. En la trucha (Oncorhynchus mykiss) se
encontraron aferencias al nucleo lateral de la valvula y al ntcleo de la comisura posterior, fibras cursando
por el tracto pretecto-cerebelar y por el brachium conjunctivum y eferencias al nucleo central pretectal, al
nucleo de la comisura posterior, el nucleo ventral tegmental y el nucleo del fasciculo longitudinal medial
(Folgueira et al. 2006). En Carassius también se observaron eferencias del Iébulo caudal al nucleo
oculomotor (Torres et al. 1992).
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2. Techo optico

El techo 6ptico presenta una gran regionalizacidon en sus conexiones por lo que se producen diferencias en
las proyecciones observadas dependiendo del drea donde se aplique el marcaje. Estas diferencias pueden ser
debidas a cambios en las propiedades funcionales de cada regién del techo dptico. (Pérez-Pérez et al. 2003).
En este trabajo el marcaje fue realizado en el techo éptico dorsoventral, el techo éptico dorsolateral y el
techo 6ptico dorsomedial observandose grandes diferencias en estos resultados ya que por ejemplo, en el
techo dptico dorsoventral se observan mas nucleos y es el Unico marcaje donde el trazador neuronal llega a
producir marcaje en el telencéfalo (en la zona central del area telencefalica dorsal)

La principal conexién aferente del techo dptico es la retina (Springer & Gaffney 1981) (Prasada Rao &
Sharma 1982), no solo en el pez cebra sino que en todos los vertebrados, puesto que es un homalogo al
coliculo superior de mamiferos.

Una proyeccion aferente del telencéfalo al techo éptico fue identificada en diferentes especies de peces en
la zona central del area telencefdlica dorsal (Grover & Sharma 1981; Luiten 1981; Pérez-Pérez et al. 2003).
Las aferencias en el telencéfalo caudal o mesencéfalo rostral se han encontrado en el nucleo
supraquiasmatico, en los nucleos predépticos parvocelulares y magnocelulares y en el talamo. En Danio rerio
en esta regién hemos encontrado las aferencias en el nucleo pretectal parvocelular superficial ipsilateral, el
nucleo rostrolateral superficial ipsilateral, el nicleo predptico parvocelular posterior bilateral y el nicleo de
la comisura posterior ademas de en los nucleos taldmicos ventrolateral e intermedio. También se
encontraron aferencias al toro semicircular (Grover & Sharma 1981; Luiten 1981; Pérez-Pérez et al. 2003)
que no se han encontrado en el presente estudio donde tan solo se han observado eferencias hacia el toro
semicircular.

Otros autores también hacen referencia a proyecciones del toro longitudinal en el techo éptico (Grover &
Sharma 1981; Luiten 1981; Pérez-Pérez et al. 2003) y a aferencias provenientes de la formacion reticular
(Pérez-Pérez et al. 2003) que no se han encontrado en los casos aqui investigados. Por ultimo, se han
encontrado aferencias al ndcleo del istmo ipsilaterales (Pérez-Pérez et al. 2003), otros autores han descrito
proyecciones bilaterales en el istmo (Johnson et al. 2013), pero en pez cebra solo hemos observado
proyecciones ipsilaterales al nucleo del istmo.

En cuanto a las eferencias del techo dptico, éstas coinciden casi totalmente con las encontradas por otros
autores en el carpin dorado (Grover & Sharma 1979; Schmidt 1979) y la carpa comun (Luiten 1981), puesto
que, se demostraron proyecciones del techo éptico en la mitad contralateral del techo, proyecciones
descendentes al nucleo dorsal tegmental ipsilateral, al nucleo del istmo, a la formacién reticular y al toro
semicircular ipsilateral ademas de remarcar que la principal eferencia descendente del techo dptico es el
tracto tectobulbar. La Unica diferencia que presenta esta investigacion en Danio rerio con las eferencias
encontradas por estos autores es que ademads de no observar proyecciones a la formacion reticular si que
hemos percibido la aparicién de una proyeccion hipotaldmica que cursa por el nucleo del tubérculo anterior
ipsilateral para luego dirigirse hacia la zona dorsal del receso lateral. También se encontraron entradas de
fibras tectales en diferentes nucleos pretectales (Grover & Sharma 1979; Luiten 1981) de entre los cuales
hemos observado aferencias del techo dptico en dos, en el nucleo pretectal accesorio y en el nucleo
pretectal periventricular dorsal.
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CONCLUSIONES

El analisis e interpretacion de los resultados obtenidos ha permitido extraer las siguientes conclusiones:

1. Las carbocianinas como trazadores neuronales son muy sensibles, sin embargo también pueden
requerir, como en el caso de otros trazadores neuronales aplicados extracelularmente marcajes
reciprocos y/o ajustar el volumen del trazador aplicado o los tiempos de incubacion.

2. Este estudio presenta la organizacién neuroanatdmica de las conexiones aferentes y eferentes
de dos areas del encéfalo (cerebelo y techo dptico) de las cuales casi no existian estudios previos
en Danio rerio.

3. Existen numerosas homologias entre las conexiones tectales y cerebelares de distintos
teledsteos sobre todo entre las especies que pertenecen al mismo grupo taxonémico.

4. La mayor parte de las conexiones observadas tanto en el techo dptico como en el cerebelo
presentan dominancia ipsilateral.
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