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RESUMEN

La presente tesis tiene como objetivo general estudiar la influencia de factores

exogenos, tanto ambientales como sociales sobre e comportamiento reproductivo de
hembras de Ctenomys talarum. Especificamente se tratan las siguientes preguntas
particulares: 1) ¢Existe asociacion entre € patron reproductivo temporal y las condiciones
ambientales tales como en las precipitaciones, temperatura y disponibilidad de alimento?, I1)
¢Existe, en cautiverio, relacion entre el fotoperiodo y €l inicio del periodo reproductivo?
¢Existe una interaccion entre e fotoperiodo y e contacto indirecto con un macho (através de
olores) sobre € inicio del periodo reproductivo?, I11) ¢El reconocimiento previo mediante
olores de un macho por la hembra esta relacionado con una mayor receptividad de la hembra
para con ese macho?, 1V) ¢Existe relacion entre la condicion reproductiva (citologia vagina y
composicién hormonal) y e comportamiento reproductivo?, y V) ¢El patrén copulatorio
coincide con los patrones esperados para ovuladores inducidos?. Las hembras de C. talarum
emplean e fotoperiodo para sincronizar € inicio del periodo reproductivo (Cap. I1) y gustar
su actividad reproductiva de acuerdo a la disponibilidad de alimento de manera que los altos
reguerimientos energéticos de lalactanciay el posparto puedan ser asegurados. Por otro lado,
los nacimientos ocurren cuando la temperatura ambiente es més favorable para crias
atricidles, como una estrategia que permite asegurar € crecimiento y por ende la
supervivencia (Cap. 1). Aunque no fueron halados efectos de la exposiciéon a olor de un
macho (Cap. 1), sus efectos indirectos sobre la reproduccion a través de la familiarizacion son
discutidos en € Cap. Il1. El efecto de la familiarizacion fue especialmente evidenciado por la
falta de refuerzos en las cépulas. Contrariamente a lo esperado, las hembras que interactuaron
con extrafios mostraron mayor actividad reproductiva aunque también mayor incidencia de
actos agresivos. En este caso, y a diferencia de las hembras familiarizadas, todas las copulas
obtenidas entre extrarios fueron reforzadas en dias siguientes. Las hembras de C. talarum no
presentan un estado continuo de receptividad comportamental y fisiol égica durante la estacion
reproductiva (Cap 1V). Este patron de receptividad variable a lo largo de la estacion
reproductiva podria ser € resultado del estado fisiologico de la hembra asi como de un
importante papel en la seleccion de pargja. La atraccion de los machos se halla fuertemente
relacionada a la receptividad de la hembra, sugiriendo que las sefiales conductuales y no
conductuales (olor) son suficientes para que e macho detecte € estado de la hembra.
La ovulacion en hembras de C. talarum fue solo inducida por €l estimulo copulatorio. De
acuerdo a lo observado agui, @ menos € nuimero de periodos copulatorios seria de gran
importancia para la induccion de la repuesta ovulatoria en hembras de C. talarum (Cap V). La
duracion de la ®pula es variable para C. talarum aunque similar a valores reportados para
otros roedores, pero no para otros histricomorfos que presentan ovulacion espontanea y
muestran periodos copulatorios mucho més cortos. En hembras que presentaron
comportamientos receptivos, e contacto fisico con machos provoco un incremento de la
produccion de estrogenos relacionados a desarrollo folicular, pero no fue asi en agquellas no
receptivas. Asi, € contacto socia constituiria un factor de gran importancia en esta especie
solitaria.
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Ctenomys talarumin relation to climate and food availability. Acta Theriologica, 51: 00-00, en prensa.



Estacionalidad reproductiva con relacién al ambiente

I NTRODUCCION

En ambientes caracterizados por una marcada estacionalidad climética y de
disponibilidad de alimento, la reproduccién estacional permite a los animales gjustar su
reproduccion a las condiciones ambientares mas favorables y asi optimizar la
supervivencia de su progenie (Ims 1990, Bronson 1989). La disponibilidad de alimento,
fotoperiodo, temperatura, y precipitaciones se encuentran entre los factores ambientales
gue afectan € inicio y la duracién de la estacion reproductiva de muchos mamiferos
(Lincoln y Short 1980, Bronson 1989, El-Barky et al. 1999). Particularmente, dado que
ningun hébitat natural muestra un continuo exceso de alimento, la variacion de este podria
funcionar como sefid asi como también ser causa de |la estacionalidad en la reproduccion
(Bronson 1989, Wade 1998) a través del contenido energético y/o de micronutrientes o de
compuestos secundarios (Wade 1998).

En el caso de los roedores subterréneos, las cuevas contituyen un refugio que
amortigua condiciones climaticas adversas, por o que pocos estudios han evaluado la
contribucién de diferentes factores ambientales en la regulacion del patrén estacional de su
reproduccion. A pesar de que la temperatura dentro de los taneles es menos variable que
sobre e sustrato (Sumbera et al. 2004), los roedores subterraneos que habitan ambientes
variables (ctenomidos y geomidos) estan expuestos regularmente a marcados cambios
estacionales en la temperatura. Mas aun, muchas especies de roedores subterraneos que
concentran sus actividades bajo la superficie se halarian expuestas a importantes
fluctuaciones térmicas diarias y estacionales dentro de los tuneles de forraeo poco
profundos o cuevas que permanecen abiertas al exterior (g. Spalacopus, Begall y Gallardo
2000). Eso es mas notable en aguellas especies que realizan frecuentes salidas de su
sistema de tuneles en busqueda de alimento (g. ctenomidos, Busch et al. 2000).

La estacion reproductiva de C. talarum ha sido estudiada a través |a presencia de
embriones en hembras sacrificadas (Busch et al. 1989, Malizia y Busch 1991). Sin
embargo, e presente estudio describe el patrén temporal de la reproducciéon en relacion
con las variables ambientales en hembras sometidas a esquemas de captura viva -
silvestres Las escasas sefides externas que proveen informacion acerca del estado
reproductivo de las hembras, sumado a los habitos ocultos de estos roedores dificultan la
evaluaciéon de la biologia reproductiva de estos organismos en condiciones naturales.

Actuamente, la informacion existente acerca de la naturaleza del ciclo del estro se
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restringe a la mencion realizada por Weir (1979), quien sugirié que los tuco-tucos son
ovuladores inducidos, ya que solo las hembras que copularon presentaron cuerpos |Uteos,
aunque este estudio no provee informacion acerca del origen €. hembras silvestres,

apareamiento en cautiverio) de dichos resultados. Mientras que la ovulacion en roedores es
usualmente monitoreada mediante € seguimiento de los niveles hormonales o por la
examinacion y determinacién posmortem de cuerpos Iiteos € estado reproductivo de las
hembras puede también ser evaluado fécilmente y de forma no invasiva a través del

monitoreo de cambios morfolOgicos externos y la citologia vagina (ya que la actividad
ovéricay las concentraciones de estrégeno en sangre se halan en estrecha relacion a la
composicion celular del epitelio vaginal, Cooper et al. 1993). Aunque pocas, algunas
caracteristicas externas indicativas del estado reproductivo (e.g. copula, prefiez, paricion)
pueden ser consideradas junto a la citologia vaginal con el objeto de evaluar la actividad
reproductiva de hembras de C. talarum. Las hembras que han copulado (activas) pueden
ser detectadas mediante la presencia de una sutura vaginal (Weir 1974), las hembras en un
estadio avanzado de la prefiez poseen embriones que pueden ser detectados mediante
palpacion mientras que las hembras que amamantan presentan pezones alargados y con
menor densidad de pelge.

Las variables asociadas con la reproduccion (principalmente temperatura,
precipitaciones y disponibilidad de aimento) no han sido evaluadas para C. talarum. La
temperatura ambiente podria tener un efecto directo (termorregulacion) asi como indirecto
(crecimiento vegetal) sobre la reproduccion. Las precipitaciones tendrian un efecto directo
a través del humedecimiento del suelo y consecuentemente facilitando la excavacion pero
también podrian afectar indirectamente a la reproduccion favoreciendo el desarrollo
vegetal. En e presente capitulo se evallan las relaciones entre las variables ambientales
con la estacionalidad reproductiva de hembras silvestres de C. talarum mediante el empleo
de técnicas no invasivas. Para llevar a cabo esto: 1- se describieron la variaciones
mensual es de las caracteristicas reproductivas externas y de la citologia del epitelio vaginal
de hembras silvestres durante un afio; 2- se evaluo la relacion entre el estado reproductivo
y la citologia del epitelio vaginal, y 3- se evaluaron los efectos directos e indirectos de las
variables ambientales sobre € patron tempora de la actividad reproductiva de las hembras.
Se espera que aguellas etapas mas costosas del ciclo reproductivo sean resguardadas

mediante su sincronizacion temporal con las condiciones mabientales més benignas. El
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estudio de la estacionalidad reproductiva con relacion con las variables ambientales
proveerd informacién clave para mejorar nuestra comprension de la biologia reproductiva
de los tuco-tucos y contribuird a la identificacion de los factores ambientales ligados a los

patrones temporales de reproduccion en roedores subterraneos.

M ATERIALESY M ETODOS

Captura de animales y datos de reproduccion.-Al menos 7 (rango *14) hembras
maduras fueron capturadas mensualmente desde junio del 2001 a mayo del 2002 usando
trampas de piso falso en Mar de Cobo, Argentina (57° 56" O, 37° 45 S). Inmediatamente
después de la captura se registraron las caracteristicas reproductivas externas (no se
disponen de los datos para abril/ 2002): condicion de la membrana vaginal, embriones
palpables, pezones alargados y pelados, y coloracion de la mucosidad vagina (oscuro:
amarillo a marrén oscuro; o claro: transparente a blanco). También, una muestra de
extendido vagina fue tomada de cada hembra (como se detalla abajo) en € campo. Los
animales fueron liberados en € sitio de captura.

Un grupo adicional de hembras usadas en este estudio constituia parte de otro estudio
en desarrollo relacionado ala composicion corpora de C. talarum (del Valle 2005). Con el
objetivo de relacionar caracteristicas externas indicadoras del estado reproductivo y su
citologia vaginal, un grupo de hembras capturadas a lo largo del periodo reproductivo
(junio, n: 11; agosto, n: 7; septiembre/ 2001, n: 7; y febrero/ 2002, n: 5) fueron sacrificadas
no mas de 24 h después de la captura. Los extendidos vaginales fueron tomados dentro de
los 3 minutos posteriores a la muerte del animal, como es explicado més adelante en esta
seccion. Luego, las hembras fueron examinadas, y se registraron signos de actividad
reproductiva. Las hembras fueron clasificadas como: inactivas cuando no se halaron
signos de actividad reproductiva (actividad folicular y membrana vaginal cerrada); activa,
cuando mostraban signos de copula (actividad folicular y membrana vagina abierta o re-
cerrada (‘sutura vaginal), prefiada (cuernos uterinos irrigados, embriones visibles,
membrana vaginal abierta o re-cerrada), y posparto (membrana vagina abierta o re-
cerrada, cuernos uterinos ensanchados, pezones alargadosy sin pelgje).

Las muestras de epitelio vaginal (extendidos) fueron tomadas mediante la insercién
de un hisopo humedecido con solucion fisioldgica estéril dentro de la vagina, € cud fue

rotado 360°. Inmediatamente después de esto, la muestra fue extendida a lo largo de un
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portaobjetos. Los extendidos fueron fijados con etanol 95° por a menos 5 minutos y
tefiidos con solucién de Giemsa (MacFarlane y Taylor 1982). Para cada extendido, al
menos 5 campos fueron observados y 100 células fueron contadas en microscopio (45x,

Fig. 11).

Figura 1.1. Fotomicrografia de
los extendidos vaginales
mostrando |os tipos celulares. @)
células cornificadas (x100), b)
células nucleadas, flechas (x450)

y ¢) leucocitos (x450).

En las hembras examinadas posmortem se observé que la mucosidad vagina oscura
caracteriz6 a las hembras prefiadas (8/9 hembras prefiadas mostraron mucus oscuro
mientras que solo 2/17 de hembras no prefiadas lo hicieron). Es importante resaltar que la
unica hembra prefiada que no mostré dicha caracteristica se halaba en un periodo muy
temprano de la prefiez (embriones de 1.5 mm diametro). En consecuencia, se empleo dicha
condicion, en adicion a la palpacion de embriones (solo en aquellos estadios avanzados),
para estimar prefiez en hembras vivas.

La frecuencia de hembras con sutura vaginal, de hembras lactando (con pezones
alargados) y de hembras prefiadas (con moco oscuro) fueron evaluadas en hembras vivas.
Asi también, la proporcién de células nucleadas (N), leucocitos (L) o células cornificadas

(C) fueron calculadas a partir de los extendidos vaginales El indice de cornificacion (Cl)
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fue estimado para cada hembra no prefada como: n° de células cornificadas/ (n° de células
nucleadas + n° de células cornificadas) (Evans y Savage 1970). Para describir la tendencia
temporal del patron reproductivo fue empleado € método de minimos cuadrados
ponderados por la distancia (Distance-Weighted L east-Squares smoothing) del programa
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). El andlisis de tendencia, mediante métodos
de suavizado, provee una representacion empirica entre dos variables, sin estimar ni
modelar formalmente los parametros (Legendre y Legendre 1998).

Variables ambientales.- La temperatura mensual promedio fue obtenida de “The
Weather Underground, Inc.” Copyright© 2002 (Daily History para Mar del Plata,
http://www.wunderground.com). La precipitaciones mensuaes fueron obtenidas de U.S.
Department of Commerce, National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA),
National Environmental Satellite, Data, and Information Service Office, National Climatic
Data Center (http://lwf.ncdc.noaa.gov/oal/climate/climatedata.html). Ambos datos fueron
tomado para e periodo de estudio para la estacion Mar del Plata, a 15 km del sitio de
estudio. Para describir su tendencia tempora fue empleado € método de minimos
cuadrados ponderados por la distancia (‘Distance-Weighted Least-Squares smoothing’)
(Statistica 6.0).

Dado que C. talarum es un herbivoro generaista y oportunista, que consume pastos
en la misma proporcion en las que estos se hallan en representados en €l pastizal (del Valle
et al. 2001), la disponibilidad de alimento se evalué mediante la obtencion de 20 muestras
del pastizal (circulos de 25 cm diametro y 10 cm profundidad) ubicadas a azar en la
misma &ea en la cual se capturaron las hembras. Las mismas fueron extraidas
mensualmente y. Las especies vegetales fueron separadas por especie y secadas a 70 °C
hasta alcanzar peso constante. Para cada muestra se determinaron, para la porcion aéreay
subterranea, el cntenido de agua y la biomasa seca. La constancia (C= numero de
muestras en la que una especie se halla presente/ numero total de muestras; Mateucci y
Colma 1982) fue calculada para cada especie vegetal. La variacion anual en el contenido
de agua y biomasa fue analizada mediante una prueba de Kruskal-Wallis para las especies
gue mostraron mayor constancia promedio anual y particularmente para Medicago
(incluyendo M. lupulina'y M. minima). Lainclusién de este Ultimo género se debe aque el
mismo fue reportado como portador de compuestos secundarios (principalmente

coumestrol), el cua presenta actividad estrogénica (Harborne 1993).
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Variables ambientales y reproduccion.- La frecuencia de hembras amamantando y
prefiadas fue evaluada en relacién a la temperatura, biomasa vegetal, contenido de agua
vegetal, precipitaciones, precipitaciones del mes anterior (la que podria hallarse en relacién
al crecimiento vegetal) para determinar s estos factores ambientales afectan la
reproduccion Para dicho andlisis, los estimadores de la disponibilidad vegetal solo
incluyeron la porcion aérea, ya que la dieta de C. talarum esta compuesta principalmente
por esta fraccion (aproximadamente 85 %; del Valle et al. 2001).

El andlisis de vias, una extension del andlisis de regresion mdltiple, permite la
descomposicion e interpretacion de relaciones lineales con cierto nimero de descriptores
(Legendre y Legendre 1998) y fue empleado para identificar efectos directos e indirectos
(Bergdllo y Magnusson 1999). EI médulo de Modelado de Ecuaciones Estructurales
(SEPATH; Statistica 6.0, StatSoft) fue empleado para calcular los coeficientes de via
estandarizados ([3: coeficientes parciales de regresion estandarizados) entre las variables
intervinientes. Asimismo, para determinar e grado relativo de ajuste (probabilidad del
modelo de generar los datos observados) de cada modelo con los datos observados se
utilizo la Prueba 7, rechazando aguellas estructuras causales cuya probabilidad de generar
los datos observados fuera < 0,05. Para ello se analiz6 la matriz de correlacién usando el
método de Maxima Verosimilitud (ML, ‘Maximum likelihood’); los parametros ([3i) y sus

desvios estandar fueron estimados y analizados mediante una prueba de t.

RESULTADOS

Caracteristicas reproductivas.- Las caracteristicas reproductivas de 108 hembras
vivas de C. talarum fueron evaluadas durante € afo de estudio. El periodo reproductivo
comenzd en junio, con un incremento en la frecuencia de hembras con sutura vaginal (Fig.
1.2a), extendiéndose durante € invierno y primavera hasta € primer mes de verano y
alcanzando por ultimo su menor valor durante marzo. El patrén de dicha curva fue
claramente seguido por un pico de similar forma pero de menor amplitud perteneciente ala
frecuencia de hembras prefiadas, € cua comenzé a fines del invierno (agosto-septiembre),
decreciendo a comienzos del verano. Ambas caracteristicas, sutura vaginal y prefiez, se
encontraron positivamente correlacionadas (Correlaciéon de Spearman, rs= 0.631, n =11, P
=0.035; Tabla 1.1). Tres meses luego de la mayor incidencia de prefiez, se observé un pico

de nacimientos (denotado por la frecuencia de hembras amamantando) (Fig. 1.2a).
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Los extendidos vaginaes de 122 hembras vivas de C. talarum se evaluaron durante
el afo de estudio (Fig. 1.2b). Durante e comienzo de la estacion reproductiva (junio) se
observo la proporcion més ata de células nucleadas, disminuyendo luego durante €l resto
del invierno y verano, sufriendo nuevamente un incremento durante el veranoy el otofio.
La frecuencia de células cornificadas en los extendidos fue baja y dispersa durante el
periodo de estudio, mostrando sus menores registros en septiembre y febrero. Asimismo,
aquellas hembras que presentaron epitelios con gran proporcién de células cornificadas no
mostraron sefiales externas como apertura vaginal, secrecion o inflamacion vulvar. La
presencia de leucocitos fue observada durante la mayor parte del afio, sin embargo los
mayores niveles fueron acanzados a partir de finales de invierno hasta € verano,
mostrando un pico de 100% durante septiembre. La linea de tendencia para los promedios
del indice de cornificacion en hembras no prefiadas (Distance-Weighted Least-Squares
smoothing) exhibié su méximo en agosto y € minimo en febrero (Fig. 1.2¢).

Las hembras examinadas posmortem a lo largo del afio proporcionaron informacion
acerca de la relacion entre el estado reproductivo y la composicién citoldgica del epitelio
vaginal. Las hembras inactivas fueron encontradas al comienzo de la estacion reproductiva
(junio), en proporcion del 80 %. La hembras activas fueron encontradas en junio (20 %),
agosto (43 %) y septiembre (14 %), disminuyendo la frecuencia de dicha condicién durante
los dos ultimos meses en favor de la aparicion de hembras prefiadas en agosto (57 %) y
septiembre (86 %). Al final de la estacion reproductiva, solo € 20 % de las hembras se
hallaban prefiadas y € 80 % habian parido. La caracterizacion citolégica de los extendidos
vaginales (Fig. 1.2d) de hembras inactivas se encontré compuesta principalmente por
células nucleadas acompafiadas por una pequefia proporcién de células cornificadas y
leucocitos. Las hembras activas presentaron un ato grado de cornificacion, ademéas de
leucocitos y en menor medida células nucleadas. Extendidos exclusivamente compuestos
por leucocitos fueron caracteristicos de las hembras prefiadas. Por otro lado, las hembras
gue habrian parido recientemente mostraron proporciones similares de células nucleadas y
leucocitos.

Las caracteristicas externas mostraron un ato grado de asociacion positiva con la
composicion citolégica de los extendidos vaginales. Asi, €l indice de cornificacién de las
hembras no prefiadas se encontr6 relacionado con la frecuencia de hembras con sutura

(Correlaciéon de Spearman, = 0.950, n= 9, p < 0.001). De igua forma la proporcién
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promedio de leucocitos se encontrd asociada a la frecuencia de prefiez (Correlacion de
Spearman, rs= 0.797, n= 11, p = 0.0014).

Variables ambientales. Los datos de variables ambientales, precipitaciones medias
mensuales y la temperatura media mensual, para € periodo de estudio se muestran en la
Fig. 1.3. Durante €l afio de estudio las precipitaciones fueron abundantes (aprox. 1500 mm)
y dispersas, mientras que la temperatura mostré un claro patrén de cuatro estaciones, con
los menores registros en junio y julio y los maximos en enero y febrero.

La disponibilidad de alimento mostro diferencias alo largo del afio, tanto en biomasa
(Kruskal-Wallis- porcion agrea: H= 93.1, df= 11, p<0.0001; porcion subterranea: H=59.1,
P<0.0001; Fig. 1.4) como en contenido de agua vegetal (Kruska-Wallis- porcion aérea:
H=93.1, df= 11, df=11, p<0.0001; porcion subterranea: H= 90.2, df= 11, p<0.0001; Fig.
1.4). Tanto la biomasa como el contenido de agua de la porcién aérea alcanzaron sus
minimos valores desde junio a septiembre y luego mostraron un incremento en diciembre.
La porcién subterrdnea, aunque mostré un patron similar para la biomasa y contenido de
agua vegetal, este fue menos conspicuo, mostrando un pico de biomasa en noviembre y
uno de menos importancia en julio. Panicum racemosum, Lagurus ovatus, y Ambrosia
tenuifolia fueron las especies vegetales mas abundantes (Apéndice 1); datos detallados
sobre su biomasay contenido de agua de la fraccion aérea son mostrados en laFig. 1.5a) y
b) respectivamente. Aunque menos abundante, la biomasa correspondiente a Medicago.
vario significativamente a lo largo del afo (Kruskal-Wallis, H= 63.4, df= 11, p<0.0001)
mostrando un claro incremento en noviembre.

Ademés, se estudio la asociacion entre diferentes variables ambientales. La biomasa
y € contenido de agua vegetal se halaron fuertemente relacionadas (Correlacion de
Spearman, s = 0.939, n = 12, p < 0.0001), y a su vez positivamente relacionadas con la
temperatura (Correlacion de Spearman, rs= 0.727, n = 12, p = 0.006; rs= 0.636, n= 12, p =
0.024; respectivamente). Las lluvias correspondientes a mes previo se halaron
relacionadas al contenido de agua (Correlacion de Spearman, rs= 0.58, n = 12, p = 0.0446)
pero no a la biomasa vegetal (Correlacion de Spearman, ;= 0.538, n = 12, p = 0.0663).
Las precipitaciones no se encontraron relacionadas a ninguna de las variables estimadoras
de ladisponibilidad vegeta (p > 0.05).

Efecto de las variables ambientales sobre la reproduccién.- EI modelo propuesto

para la frecuencia de prefiez fue aceptado (Méxima Verosimilitud 2 = 12.52, gl= 6, p =
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0.051) y explicé cerca del 80 % de la varianza en la frecuencia de prefiez (Fig. 1.6a). La
temperatura mostré un efecto directo pero negativo, mientras que uno indirecto y positivo a
través del contenido de agua vegetal, para los cuales ambos coeficientes de via fueron
significativos (Prueba de t, p< 0.05; Fig. 1.6a). Asimismo, la biomasa vegetal fue afectada
por el contenido de agua, pero no mostro efecto significativo sobre la frecuencia de prefiez
(Prueba de t, p> 0.05; Fig. 1.6a). Por otro lado, las precipitaciones no tuvieron efectos
(directos o indirectos) sobre la prefiez, ya que sus coeficientes de via (%) fueron no
significativos (Prueba de t, p> 0.05; Fig. 1.6a).

Un modelo similar a empleado para hembras prefiadas fue inicialmente probado para
la frecuencia de hembras amamantado, pero este rechazado (p<0.05). Dentro de este
modelo la variable biomasa se halla involucrada en un alto numero de vias, pero ninguna
de las contribuye a la capacidad explicativa del modelo. Dada la ata complegjidad de
modeloy el bajo tamafio muestral, se decidié remover la biomasa ya que € contenido de
agua por § mismo constituye un buen componente de la disponibilidad de alimento
(Graham 2003). Subsecuentemente, el mencionado modelo (sin la biomasa vegetal) parala
frecuencia de hembras lactando fue aceptado (Méxima Verosimilitud ?* = 8.52, gl= 4, p =
0.074) y explico cerca del 40 % de la varianza en la frecuencia de las hembras lactando
(Fig. 1.5b). La temperatura mostr6 efectos directos aunque negativos sobre la frecuencia de
las hembras lactando, y uno indirecto y positivo a través del contenido de agua vegetal,
para los cuales los coeficientes de via son significativos (Prueba de t, p< 0.05; Fig. 1.6Db).
Sin embargo, las precipitaciones (del mismo y del mes anterior) no tuvieron efectos
directos ni indirectos, ya que sus coeficientes de vias ([3) fueron no significativos (Pruebas
det, p> 0.05; Fig. 1.6b).
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FIG. 1.6.- Estructuras causales para la frecuencia de hembras prefiadas (A) y frecuencia de hembras
lactando (B) mostrando todos |os potenciales efectos causal es (denotados por flechas; lineas llenas
denotan relaciones significativas mientras que las lineas partidas muestran relaciones no significativas).
Los coeficientes de vias (R + DE), y valores de p son proporcionados para cada relacion causal, asi como
los términos del error (e= 1— (B°.... — %) ).
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DisCusiON

L a estacion reproductiva observada durante este trabajo fue similar alas obtenidas en
trabajos previos para la misma poblacién (Maiziay Busch 1991, Busch et al. 1989) y fue
adecuadamente descripta por caracteristicas externas tales como sutura vagina (actividad

reproductiva), pezones alargados (amamantando) y coloracion de mucus y embriones
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palpables (prefiez). La misma comenzo en junio, evidenciada por un incremento en la
frecuencia de la sutura vaginal, y seguida por un aumento en las frecuencias de prefiez en
julio que alcanzara su méximo durante agosto y septiembre. Las lineas de tendencia de
sutura y prefiez, se comportaron de igual forma pero esta Ultima declind un mes antes, al
mismo tiempo que se observo un claro pico de hembras amamantando en noviembre.
Aunque la citologia vaginal mostré diversas restricciones para €l estudio de hembras en el
campo, en los que no se involucra la re-captura y examinacion de las mismas hembras
silvestres (Shanas et al. 1995), se detectaron claras asociaciones entre la caracterizacion
citologica y las caracteristicas reproductivas externas de las hembras, constituyendo asi
datos complementarios en €l presente estudio. De acuerdo a esto, la estacion reproductiva
comenz6 afinales del otofio y se extendié durante toda la primavera. La predominancia de
leucocitos en los extendidos, denoté claramente prefiez y mostré su maximo durante
septiembre. La presencia de células epiteliales (cornificadas y nucleadas) durante fines de
la primavera y verano podria ser atribuida a aquellas hembras que alcanzaron su madurez
reproductiva y a aguellas en estro posparto o lactacional (Gilbert 1984). Durante este
periodo, un nuevo pico de leucocitos podria indicar un segundo pulso de prefiez. La ata
proporcion de células nucleadas durante febrero coincidiéo con una disminucion de la
biomasa vegetal. La siguiente dominancia de células nucleadas y leucocitos durante otofio
podria ser atribuida a hembras posparto e inactivas. También una fase adicional de
cornificacion durante e mes de marzo, hacia e fina del periodo de estudio, se
correspondié con un incremento en la biomasa vegeta en e &rea, (principamente
representada por Panicum racemosum y Ambrosia tenuifolia) a comienzos del otofio,
representando condiciones favorables para la extension de la estacion reproductiva en C.
talarum. Este potencia periodo de receptividad detectado también coincidié con un
incremento en la frecuencia de de hembras con sutura vaginal .

A partir de la combinacion de informacion proveniente de las caracteristicas externas
y del andlisis de la citologia vaginal de hembras de C. talarum vivas, asi como de las
examinadas posmortem, se observd que € momento de mayor incidencia de prefiez
implicaria que las atas demandas energéticas durante la gestacion y lactancia (Zenuto et
al. 2002) fueron privilegiadas, ya que la mayor parte de los nacimientos ocurrieron en el
momento que los tejidos vegetales jévenes (como fue indicado por e porcentaje de

contenido de agua vegetal) fueron mas abundantes. Los tejidos vegetales jévenes no solo
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proveen una importante fuente de agua sino también un alto contenido proteinico y ata
digestibilidad. Ademés, la mayoria de las prefieces ocurren durante € invierno, tal que los
nacimientos se producen en primavera cuando las temperaturas proveen condiciones
térmicas favorables para el desarrollo de crias dltriciales al nacimiento. Las crias menores
de 10 dias muestran poca capacidad termorregulatoria y dependen de sus madres en lo que
respecta a aimento y provisién de calor a través del contacto materno (Zenuto et al.
2002). Diversos estudios han demostrado que un ambiente térmico propicio afecta
positivamente la tasa de crecimiento y el desarrollo (g. comportamental, neural y madurez
termorregulatoria, Hill 1992) de crias recién nacidas, favoreciendo asi su supervivencia.
Esta podria ser larazdn por la cua un roedor subterraneo, que habita en latitudes donde las
variaciones estacionales térmicas son marcadas (como C. talarum), evite los nacimientos
en periodos con temperaturas ambiente extremas. Los efectos directos y negativos de la
temperatura sobre las frecuencias de hembras amantando y prefiadas podria deberse, en
parte, a una fuerte influencia de las bajas temperaturas en e comienzo de la estacion
reproductiva. Por otro lado, las dtas temperaturas durante € verano representarian una
importante limitante para la regulacion térmica de esta especie que requiere de la provision
de aimento en superficie. Se ha observado que e sobrecalentamiento compromete la
supervivencia en individuos no reproductivos de esta especie, los cuales poseen muy
limitadas capacidades de disipar € calor ya que son incapaces de jadear o sudar (Busch et
al. 1989).

Las precipitaciones conllevan un incremento en el crecimiento y disponibilidad
vegetal (Dennis y Marsh 1997) y por ende estas constituyen una importante factor
ambiental que afecta la reproduccién en muchas especies de roedores subterraneos.
Igualmente, e incremento en la humedad del suelo facilitaria el excavado, y representaria
una oportunidad para extender €l sistema de tlineles asi como también incrementar las
posibilidades de dispersion de los adultos y subsiguiente apareamiento entre conepecificos,
particularmente para especies de habitos solitarios (G. capensis B. suillus, B. janetta, S
ehrenbergi; Bennett y Jarvis 1988, Jarvis y Bennett 1990, Rado et al 1992, Herbst et al.
2004). Un rol indirecto de las lluvias sobre la reproduccion fue sugerido para H.
argentocinereus mediante la facilitacion del acceso a geofitas (Sumberaet al. 2003). En el
presente estudio, sin embargo no se hallaron efectos de las precipitaciones sobre la estacion

reproductiva de C. talarum. Este resultado no fue inesperado, |os suelos ocupados por C.
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talarum son arenosos y blandos (Comparatore et al. 1991, Lunaet al. 2002) y por lo tanto,
el incremento de la humedad del mismo no representaria una ventgja para la excavacion.
Més alin, los sistemas de tuneles individuales no se hallan conectados en esta especie
(Antinuchi y Busch 1992), por lo que se espera que la blsqueda de parejas sea redlizada
sobre superficie. Sin embargo tampoco se halaron efectos indirectos de las lluvias en la
reproduccion por medio del incremento en la provision de alimento. Esto podria deberse a
gue en € area no se verifico déficit hidrico (Burgos y Vidal 1951). Especificamente, las
precipitaciones anuales durante €l afo de estudio fueron particularmente atas (1500 mm),
si se corsidera el promedio anual paralos ultimos 10 afios (809 m) en el area de estudio.

Entonces, C. talarum se comporta como oportunista en |o que respecta a su actividad
reproductiva; mientras que los machos no sufren regresion testicular y muestran
produccién de esperma durante todo € afio (Maliziay Busch 1991), las hembras (como es
mostrado en el presente trabgo), ajustan su estacion reproductiva de acuerdo a las
variaciones en las condiciones ambientales. Asi las hembras, que constituyen el sexo con
mayor inversion energética en la reproduccion, serian mas sensibles a las condiciones
ambientales a las cuales responderian modulando tanto €l inicio como la extension de la
estacion reproductiva.

La disponibilidad energética para los procesos reproductivos depende de la relacion
entre los niveles de consumo (componentes caldricos y nutricionales) y la energia
demandada por otros procesos como mantenimiento celular, crecimiento y
termorregulaciéon. En C. talarum, como en pequefios mamiferos donde la proporcion
superficie/ volumen es grande, dicha caracteristica resulta en atos costos de
termorregulacion, representando en esta especie aproximadamente d 30 % de su
presupuesto energético anual (Antinuchi et al. en prensa). El tamafio peguefio, ademas,
representa una limitante en la cantidad de reservas de grasas, resultando en una estrecha
dependencia de la disponibilidad de alimento y haciendo de estala principa restriccion en
la provision energética para sustentar la reproducciéon. Esto es aun mas pronunciado
cuado las hembras experimentan estro posparto, lo cua requiere afrontar
simultaneamente gastos relacionados con la lactancia y la prefiez. Como estrategia
complementaria en C. talarum, se ha encontrado diferencias en la masa corpora de
hembras posparto y no reproductivas probablemente a causa de la acumulacion de reservas

grasas durante la prefiez y como preparacion para la lactancia (Zenuto et al. 2002). Sin
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embargo, una aproximacion puramente energética podria resultar insatisfactoria para
analizar las limitantes de la reproduccién ya que también deberia ser considerada la
variacion temporal en e contenido nutricional de la vegetacion (Bronson y Perrigo 1987).
En este contexto, seria de interés investigar s e incremento de Medicago durante
noviembre participa favoreciendo el estro posparto.

Dentro de los determinantes de la reproduccion estacional, tres factores son
ampliamente reconocidos: las condiciones del ambiente fisico, provision de alimento y
ambiente social. La relacion entre factores fisicos y dietarios son los factores Ultimos que
modelan el esfuerzo reproductivo anual, mientras que los factores sociales tendrian un rol
de guste fino del la estacion reproductiva (Bronson y Perrigo 1987). Para aquellos
roedores que dependen estrictamente del habitat subterraneo, se espera que releguen el uso
de las sefiales proximales mas comunmente empleadas, como fotoperiodo; en cambio, las
sefides ambientales podrian ser térmicas (cambios en la temperatura de la cueva) o
nutricionales (6rganos vegetales de amacenamiento; Bennett et al. 2000). Ctenomys
talarum concentra la mayor parte de sus actividades diarias dentro de los tuneles
subterraneos pero emerge frecuentemente para forrajear, por 1o que se encontrarian mas
expuestos a las variaciones en las horas de luz y temperaturas ambientales pudiendo ser
usadas como pistas indicativas que permitan asi concentrar sus actividades de mayor
demanda energética cuando las condiciones ambientales sean las mas favorables.

En resumen, C. talarum gjusta su actividad reproductiva de acuerdo a condiciones
ambientales de manera que los atos requerimientos energéticos de la lactancia y €
posparto puedan ser asegurados. Por otro lado, los nacimientos ocurren cuando la
temperatura ambiente es mas favorable para crias dftriciales, como una estrategia que

permite asegurar €l crecimiento y por ende la supervivencia.
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Estacionalidad reproductiva en relacion al ambiente

APENDICE | .- Principal es especies vegetal es encontradas en €l area de estudio (Mar de
Cobo; 57° 56" W, 37° 45 S) y su constancia promedio anual. M: monocotiledonesas, D:
dicotiledoneas.

Especies Constancia promedio anual
Panicum racemosum (M) 0.849
Lagurus ovatus (M) 0.605
Ambrosia tenuifolia (D) 0.451
Hydrocotile bonaeriensis (D) 0.419
Poacea (M) 0.287
Didticlis spicata (M) 0.189
Baccharis p. (D) 0.137
Medicago minima (D) 0.066
Melilotus officinalis (D) 0.062
Medicago lupulina (D) 0.037

Magiocar pus pignatus (D) -
Senecio sp. (D) -
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INTRODUCCION

La compleja integracion de los procesos fisiolégicos relacionados con la regulacion de la
reproduccion por sefiales ambientales especificas tiene profundas consecuencias en la
supervivencia y el éxito reproductivo. Una apropiada sincronizacion de la reproduccion
favorece la supervivencia de los progenitores a la vez que hace gque las condiciones y/ o los
recursos sean suficientes para que € cuidado y la crianza de la progenie pueda ser asegurado
(Bronson 1989, Ims 1990). La reproduccion es controlada finalmente por la fisiologia
hormonal, que es inducida en primer lugar por factores ambientales tales como fotoperiodo,
temperatura, sefides quimicas, sefides visuales y/ o estimulacion tactil; los individuos, a su
vez, pueden responder principalmente a uno de ellos o bien necesitar la contribucion de varios
(Lombardi 1998).

La mayoria de las especies de mamiferos que habitan zonas templadas estén expuestas alas
fluctuaciones de sus ambientes. La regulacion de la reproduccion estacional involucra por
ende un complgo de factores dietarios y ambientales. alimento, precipitaciones, humedad y
temperatura (Bronson y Perrigo 1987). Algunas especies de mamiferos responden
directamente a condiciones climéticas y/o dietarias, sin embargo otras optan por €l empleo de
sefiales ambientales para estimar la época del afio donde la probabilidad de éxito sea méxima.
La progresion de los cambios en € fotoperiodo es un indicador ambiental preciso del
momento de afio (Turek y Cambell 1979) y es frecuentemente empleado en areas templadas
(Bronson 1989). Finalmente, los factores sociales podrian ser de importancia en €l guste fino
tanto del inicio como de la duracion de la estacion reproductiva (Bronson y Perrigo 1987).
Las feromonas emitidas por los machos han mostrado en muchas especies tener una
participacion en de la fisiologia reproductiva de la hembra, regulando € comienzo de la
pubertad e induciendo la sincronizacion del estro (Vandenbergh 1994, Dodge et al. 2002).

L os roedores subterraneos habitan en cuevas bgjo tierra 'y viven la mayor parte de sus vidas
bajo la superficie (Lacey et al. 2000). El habitat subterrdneo es considerado mésestable que el
de superficie, mostrando menores fluctuaciones de temperatura'y humedad. Al mismo tiempo,
la ausencia de luz, las restricciones en el intercambio gaseoso y los costos energéticos de la
excavacion representan desafios ambientales para animales subterraneos (Buffenstein 2000).
Estudios reproductivos realizados en especies subterraneas han mostrado que muchas especies
solitarias poseen un patrén de reproduccion estacional, donde la habilidad de percibir

condiciones ambientales es critica para alcanzar una respuesta eficiente a estimulos externos.
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La pista més comun empleada por los roedores de superficie —fotoperiodo- seria relegada en
los subterrdneos, mientras que otras pistas ambientales estarian relacionadas a la
reproduccién, como temperatura, [luvias o alimento (Bennett et al. 2000). Aunque la vida en
la oscuridad es asociada con una notable reduccion de los ojos (Stein 2000) y la consecuente
disminucién de la capacidad visua, esto no necesariamente representa una incapacidad de
detectar la luz, td como fue probado en S ehrenbergi (Cooper et al. 1993a). Ademas, la
importancia de | as actividades en superficie debiera ser considerada en el momento de evaluar
las capacidades de empleo del fotoperiodo en roedores subterraneos.

Ctenomys talarum es un roedor subterraneo solitario que se reproduce estacionalmente. La
estacion reproductiva natural de esta especie ha sido estudiada a través del relevamiento por
captura muerta y se extiende 9 meses (junio- febrero), comenzando a final del otofio (Busch
et al. 1989, Madlizia y Busch 1991), y debido a que la prefiez se desarrolla durante 95 dias
(Zenuto et al. 2001), la mayoria de los nacimientos ocurren durante la primavera. Los machos
son capaces de reproducirse a lo largo de todo € afio luego de que alcanzan su madurez
reproductiva, ya que no sufren regresion testicular y siempre muestran esperma en sus
epididimos (Malizia y Busch 1991). Sin embargo las hembras parecen gustar su estacion
reproductiva en relacidn a consideraciones ambientales (ver Cap ). Los ciclos reproductivos
de larga y mediana duracion requieren que el apareamiento ocurra en la época del afo nas
rigurosa de manera de sincronizar aquellas fases més sensibles del ciclo (prefiez y lactancia)
de las hembras con aguellas épocas més benévolas del afo (Clarke 1981). El empleo de una
sefial indicadora precisa permitiria a las hembras de C. talarum iniciar su reproduccion de
forma que | os altos requerimientos de este proceso sean asegurados (Zenuto et al. 2002).

Dos patrones principales de ovulacién han sido encontrados en mamiferos (Sawrey y
Dewsbury 1985). Los ovuladores espontédneos muestran un ciclo continuo ovulatorio y
hormonal independientemente de la ocurrencia de contacto fisico y/o quimico con un macho.
Por otro lado, en los ovuladores inducidos las variaciones en niveles de hormonas sexuales 'y
la ovulacion dependen de la presencia del macho. La activacion del estro ovuladores en
inducidos estrictos requiere el apareamiento (Cohen-Parsons y Carter 1988) mientras que en
otros, esta activacion puede darse a traves de sefides visuales, auditivas y una gran variedad
de sefiales odoriferas (Milligan 1975). La receptividad comportamental es predicha a menudo
en los ovuladores inducidos por un predominio de las células cornificadas en los extendidos
vaginales (Sawrey y Dewsbury 1985, Cooper et al. 1993b). No obstante, la receptividad a la
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cOpula no se restringe a periodos de cornificacion sino que podria ocurrir cuando € epitelio es
mayormente nucleado (Breed 1967). Al presente, el conocimiento acerca de la naturaleza del
estro en C. talarum se restringe a la mencion realizada por Weir (1974), quien sugirié que
tuco-tucos son ovuladores inducidos ya que solo encontré cuerpos luteos en hembras que
habian copulado. Por otro lado, C. talarum marca sistematicamente el sustrato con sefiales
quimicas contenidas en la orina y heces conteniendo informacion acerca de la identidad
individual, de genero y @ estado reproductivo, (Zenuto y Fanjul 2002, Fanjul et al. 2003,
Zenuto et al. 2004) mientras colectan material vegetal en superficie en cercanias de las
aperturas de la cuevas. Dichas sefidles pueden ser percibidas por vecinos durante sus
excursiones de forrgeo. El marcado con olores detectado por un conespecifico del sexo
opuesto podria influerciar su comportamiento reproductivo (ver Cap Ill), i.e. estimular la
receptividad en hembras.

Comprender & regulacion de la reproduccion de los mamiferos es una tarea dificultosa,
debido a que diversos factores ambientales estén involucrados y muchos de €ellos varian a
mismo tiempo y en diferente base temporal (Bronson y Perrigo 1987). La disponibilidad de
alimento, asi como un anbiente térmico favorable, fue positivamente relacionada con la
prefiez y lalactancia de C. talarum (ver Cap. 1). Ciclos reproductivos largos y e forrajeo en
superficie contribuirian a empleo del fotoperiodo en la sincronizacion del inicio de la
reproduccién y reaseguro de condiciones favorables para las hembras y las crias. Al mismo
tiempo, se espera que € olor de un macho incremente la receptividad de las hembras.

El presente capitulo evalla la influencia inmediata del fotoperiodo y los olores de machos
en la sincronizacion de la reproduccion en el roedor subterraneo C. talarum a través de la
examinacion del epitelio vaginal. Especificamente, se determind: a) s un fotoperiodo de dias
cortos determina € inicio de la reproduccion a través de un incremento en la receptividad de
las hembras (evidenciado a través del incremento de células epiteliales y cornificadas en €
epitelio) y, b) s los olores de los machos interactlian con e fotoperiodo, produciendo una

mayor receptividad en aquellas hembras expuestas a dias cortos y olor de machos.

M ATERIALESY M ETODOS
Captura de los animales y condiciones de cautiverio. Veintiocho hembras maduras de C.
talarum fueron capturadas en el campo (Mar de Cobo, Argentina, 37°45'S, 57°56" O) durante

la estacion no reproductiva (febrero 2003, 14L: 100). Todos los animales fueron encerrados
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individualmente en cajas pléasticas de 42 x 34 x 26 cm, con 3 cm de viruta de madera como
lecho a temperatura ambiente. El alimento fue provisto ad libitum y consistié de zanahorias,
batatas, achicoria catalogna (Cichorium intybus), choclo, pastos y semillas de girasol. Debido
a que los individuos de C. talarum no beben agua, vegetales frescos les fueron provistos
diariamente para asegurar su provision de agua.

Procedimiento experimental. Durante diez dias previos a comienzo del experimento, y
mantenidos bajo fotoperiodo de verano (14L: 100), se permitié que los animales se adaptasen
alas condiciones de laboratorio. El experimento se extendid durante 120 dias, comenzando el
7 de marzo (dias largos-verano, estacion no reproductiva en e campo) a 7 de julio (dias
cortos-invierno, estacion reproductiva en el campo). Las hembras fueron asignadas al azar a
tres diferentes regimenes de luz. El grupo 1, ‘Natural’ (NA, n=8), fue expuesto al fotoperiodo
natural que fue regularmente gustado de acuerdo a momento del afo hasta acanzar €
fotoperiodo mas corto a partir del dia 25 del experimento (correspondiente a diadeinicio del
invierno). El grupo 2, ‘Verano constante’ (VC, n=9), fue expuesto a fotoperiodo de verano de
forma permanente (dias largos 14L: 100). El grupo 3, ‘Invierno temprano’ (I T, n=10), fue
expuesto d fotoperiodo invernal (dias cortos 8L: 160), e cua fue alcanzado a través de
cambios regulares durante un periodo de 25 dias desde € inicio del experimento. Las
muestras del epitelio vaginal fueron tomadas diariamente para cada hembra, de acuerdo a la
metodologia en € capitulo I.

Exposicion al olor. Para verificar si las pistas quimicas influencian la receptividad de las
hembras, e régimen luminico fue continuado por 15 dias. Durante este periodo se tomo
aleatoriamente la mitad de de las hembras en cada régimen luminico la cua fue expuesta a
olor de un macho no familiar reproductivo. Las muestras de olor fueron reemplazadas cada 48
hs., fueron obtenidas de la viruta (secreciones corporales + orina + heces) tomada de las cgjas
de los machos que permarecieron en ellas por al menos 7 diasy fueron colocadas en cdpsulas
de Petri cubiertas por una malla metalica con una abertura donde los animales pudieran oler y
tocar la fuente de olor. Dicho método ha probado su resultado en |a habituacion con olores en
trabajos previos con C. talarum (Zenuto et al, 2004).

Andlisis de los datos. Para cada muestra de epitelio vaginal tomada se registré el nimero
y la proporcién de los tipos celulares: células nucleadas (N), cornificadas (C) y leucocitos (L).
Se evalué la proporcién de células epiteliales sumando |os porcentajes de células cornificadas

y células nucleadas (CN) presentes en cada muestra. Se calcul6 € promedio de células
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epiteliales para cada hembra tomando periodos de 10 dias. Ademas, de acuerdo a
observaciones realizadas en cautiverio, las hembras que presentaron epitelios vaginales con
un promedio de 20% de células epiteliales se mostraron receptivas, copularon y una de ellas
tuvo cria (observacion de 5 hembras; ver Cap V). En consecuencia, se registré un dia como
CN (episodio CN) cuando € epitelio contenia al menos 25% de células epiteliales (C + N).
Con el objeto de evaluar las tendencias de las mencionadas variables se calcul6: el ‘total de
episodios CN’ que present6 cada hembra durante todo € periodo de estudio, € promedio y €
error estdndar para cada régimen de luz; y también los ‘episodios CN’ que presentd cada
hembra en periodos de 10 dias para cada uno de los cuales se calculd, a su vez el promedio y
el error estdndar para cada régimen de luz. A partir de la proporcion celular en los epitelios se
caculd e indice de cornificacion (IC= n° cel. cornificadas / (n° cel. nucleadas + n° cel

cornificadas) (Evans y Savage 1970). Para describir la tendencia de dichas variables se
empleé & método de minimos cuadrados ponderados por la distancia (‘ Distance-Weighted
L east-Squares smoothing’) (Statistica 6.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Las diferencias entre los tratamientos fueron evaluadas a través de los andisis de la
varianza apropiados. Los efectos del fotoperiodo sobre € tiempo fueron evaluados mediante
pruebas de ANOVA de medidas repetidas paramétricas 0 no paramétricas dependiendo si los
datos se aqustaban a los supuestos de parametricidad del modelo (normalidad,
homocedasticidad). Para evaluar la interaccion del fotoperiodo, la exposicién a olores de
machos y las variaciones temporales en las hembras expuestas, se compararon los promedios
individuales de las mismas variables estimadas 15 dias antes y 15 después de la exposicion a

través de un ANOVA de tres vias para medidas repetidas en el tiempo.

RESULTADOS

Aungue las hembras fueron asignadas a cada tratamiento de forma aleatoria, se probo la
homogeneidad de la proporcionde células epiteliales (Kruskal Wallis, Ho= 0. 647, p= 0. 724),
asi como del indice de cornificacion (Kruskal Wallis, H= 0.093, p= 0.954) d momento de la
exposicion a los tratamientos. Las respuestas de las hembras a los diferentes tratamientos se
caracterizaron principalmente por una ata varianza. Las hembras sujetas a ‘Invierno
temprano’ (IT) mostraron un pequefio incremento en el Nimero de episodios CN durante la
duraciontotal del experimento (120 dias), pero la ata variabilidad en la respuesta individual

evitd la deteccidn estadistica de estas diferencias entre tratamientos (Kruskal-Wallis; Ho=
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0.081, p=0.961). Las hembras mostraron un promedio de 37.667 + 12.23 (mediat EE; rango:
2-96) de episodios CN totales para ‘Verano constante’ (VC), 43.10 £ 11.99 (rango: 5101)
para ‘Invierno temprano’ (IT), y 38.87 £ 12.71 (rango: 582) para‘Natural’ (NA). El mismo
patron fue encontrado para e porcentge de células epiteliales en los extendidos, no
halldndose diferencias entre las hembras expuestas a fotoperiodo VC (media + EE= 21.10 +
4.70, rango: 4.64- 42.96), IT (23.32 = 4.73, rango: 7.41- 44.04) y NA (21.69 £ 5.11, rango:
7.29- 40.06; Kruskal-Wallis, Hy= 0.024, p= 0.988). Tampoco fueron detectadas diferencias
para @ indice de cornificaciéon entre las hembras expuestas a los tres regimenes de
fotoperiodos (ANOVA, F>=0.583, p= 0.566). Las hembras expuestas al VC mostraron un IC
promedio = 0.279 + 0.016 (EE; rango: 0.205- 0.374), mientras que para aquellas en IT fue de
0.255 + 0.023 (rango: 0.175- 0.415), y de 0.252 + 0.016 (rango: 0.186- 0.313) para NA.

El patron temporal de los episodios CN mostré caracteristicas interesantes (Figura 2.1).
Las hembras bgjo € fotoperiodo VC sufrieron un nimero variable de episodios aunque
fluctuaron alrededor de un valor semejante, mientras que aquellas expuestas a fotoperiodos | E
y NA, mostraron una clara curva de episodios CN. Las hembras expuestas a fotoperiodo I T
presentaron un pico de episodios CN durante el dia 20 luego de haber acanzado el fotoperiodo
invernal pero en las hembras sujetas a fotoperiodo NA el pico de episodios CN se mostré unos
pocos dias después de haberse alcanzado h estacidn reproductiva natural- 30 dias antes del
comienzo del fotoperiodo invernal-. Sin embargo, la gran variabilidad interindividua de la
respuesta impidid la deteccidn estadistica del efecto del fotoperiodo sobre los episodios CN
cuando ambos factores, tanto tiempo como fotoperiodo, eran considerados. En consecuencia,
no se hallaron efectos sobre episodios CN del tratamiento de regimenes de luz solo, asi como
su interaccion con el tiempo, mientras que se detectdé una diferencia significativa marginal
para los periodos de tiempo (MR ANOVA de dos vias, Tabla 2.1). Un andlisis mas detallado
sobre el patrén temporal de los episodios CN reveld la respuesta a fotoperiodo de las hembras
de C. talarum. No se tellaron diferencias entre los periodos de tiempo para las tratamientos
VCy NA (Friedman MR ANOVA on ranks: ? 11=15.119, p=0.117; ?11= 10.598, p=0.478,
respectivamente) mientras que para invierno temprano IT, se hallaron diferencias temporales
(MR ANOVA, F11=2.509, p= 0.008), distinguiendo los periodos que comprenden entre el dia
30 a 70 del tratamiento que difirieron de los periodos iniciales y subsecuentes (Holm—Sidak
método de comparaciones multiples, p< 0.05).

Cuando se evalud la proporcion de células epiteliales en los extendidos (Fig 2.2), el patron
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temporal hallado fue similar a obtenido para episodios CN, pero no se halaron efectos de los
tratamientos de fotoperiodo, periodos de tiempo, asi como la interaccion entre ambos (MR
ANOVA de dos vias, Tabla 2.1). Ademas, no se halaron diferencias entre los periodos de
tiempo cuando cada fotoperiodo fue andizado (Friedman RM ANOVA on ranks. ? 11=
14.846, p= 0.190; ?11= 14.692, p= 0.197, ?;;= 16.558, p= 0.122 para VC, IT y NA
respectivamente).

El analisis temporal del indice de cornificacion (IC, Fig 2.3) mostro algunas diferencias
con respecto a los episodios CN y la proporcion de células epiteliales. Las hembras expuestas
a todos los tratamientos de fotoperiodo mostraron un pico en € IC cercano a dia 40 del
experimento. Luego de esto, el epitelio vaginal se mostrd relativamente constante tanto para el
tratamiento VC como IT mientras que pudo observarse un moderado incremento durante el
altimo mes de experimentacion (3 ultimos periodos) del tratamiento NA. No se detectaron
efectos del tratamiento ni su interaccion con e tiempo, sin embargo €l 1C varié alo largo del
periodo de experimentacion independientemente del régimen de luz (MR ANOVA de dos
vias, Tabla 2.1). Aunque no se hallaron diferencias entre los periodos de tiempo para VC, una
diferencia significativa marginal fue detectada para e fotoperiodo NA (MR ANOVA k3=
1.06, p= 0.401 y F11=1.748, p= 0.074). Para IT, se detectaron diferencias temporaes para la
variacion en € IC (MR ANOVA F1= 2.25, p = 0.017): € periodo 4 difirié significativamente
del 11 (Tukey a posteriori comparacion multiple, g= 5.32, p= 0.014). Debe ser notado que a
pesar que no se hallé una completa cornificacion durante el presente estudio, casos aislados de
cornificacion total y espontanea fueron detectados en hembras bajo las mismas condiciones de
cautiverio y sin contacto con el macho o estimulacion mediante olores. Las hembras en el
presente estudio mostraron mayoritariamente una baja proporcion de células cornificadas (Fig
2.4) y solo 5 individws (n= 2, 1 y 2 hembras para VC, IT y NA, respectivamente) mostraron
epitelios vaginales con 60-80 % de células cornificadas durante el periodo de estudio.
Respuesta al olor. Los eoisodios CN, la proporcién CN y el IC no fueron afectados por el
tratamiento del fotoperiodo (VC, IT y NA regimenes de horas-uz), periodo de tiempo (15 dias
antes y después de la exposicién a olor) y estimulo quimico (con o sin estimulo odorifero del
macho). De la misma forma, |os parametros reproductivos de la respuesta de las hembras no se
vieron afectados por la interaccion entre los tres factores mencionados anteriormente (MR
ANOVA detresvias, Tabla2.2, Fig. 2.5).

Finalmente, se evalud la respuesta reproductiva a corto plazo en relacion al contacto con
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olores del macho (un dia antes-un dia después de la exposicion a olor del macho) mediante
MR ANOVA de tres vias. La proporcién de células epiteliales no fue afectada tanto por el
fotoperiodo (F>= 0.016, p= 0.984), tiempo (F1= 0.552, p= 0.465) como por la exposicion al
olor (F1= 0.349, p= 0.560). Iguamente, la proporcion de células epiteliales no fue afectada por
una interaccion entre los tres factores considerados (Fotoperiodo* Exposicion por olor*
Tiempo, = 2.281, p= 0.127). El indice de cornificacion no fue afectado por € fotoperiodo
(F2= 0.303, p=0.742) o la exposicion a olor (F1= 0.571, p= 0.459), pero una diferencia
estadisticamente marginal fue detectada para e tiempo (F1= 3.705, p= 0.070). También € IC
no fue afectado por la interaccion entre los tres factores considerados (Fotoperiodo*
Exposicién por olor* Tiempo, F>= 1.33, p= 0.288).

Tabla2.1. Tablade ANOVA de 2 Vias Para Medidas Repetidas para cada tratamiento de luz durante

todo e experimento. Se analizd e promedio de las proporciones de células epiteliales, ocurrencia de
episodios CN e Indice de cornificacion (Cl) para cada hembra durante periodos de 10 dias.

Datos Efecto gl MS gl MS F p
Effecto Error Error
154.8 24 25315 0.061 0.94
73.2 264 59.2 1238 0.261
75.8 264 59.2 1.281 0.182

Células Regimen de luz
epitelilaes (%) Tiempo
Regimen deluz x Tiempo

Episodios Regimen de luz 6.56 24 11425 0.057 0.944
CN Tiempo 3.986 264 2324 1714 007
IC Regimen de luz 0.0278 23 004 0682 0.515

Tiempo 0.0235 253 0.009 2559 0.004*

2
1
2
2
1
Regimen deluz x Tiempo 22 3147 264 2324 1354 0.13
2
1
2

Regimen deluz x Tiempo 0.011 253 0.009 1.209 0.239
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Tabla2.2. Tablade ANOVA de 3 Vias de Medidas Repetidas de episodios CN, porcentgje de células

epiteliales, e indice de cornificacion por hembra para cada régimen de luz, 15 dias antesy 15 dias

después de laexposicion d olor para hembras expuestas y no expuestas a olor de un macho.

Fuente de Efectos gl MS gl MS F p
datos Efecto Error Error
Episodios Regimen deluz 2 0.003 21 0.205 0.014 0.985
CN Olor 1 0.001 21 0.205 0.006 0.936
Tiempo* 1 0.063 21 0.009 6.340 0.019*
Regimen deluz x Olor 2 0.028 21 0.205 0.139 0.870
Regimen de luz x Tiempo 2 0.004 21 0.009 0.479 0.625
Olor x Tiempo 1 0.004 21 0.009 0.476 0.497
Regimen deluz x Olor x Tiempo 2 0.0008 21 0.009 0.084 0.919
Células Regimen de luz 2 36.52 21 322.88 0.113 0.893
epiteliales Olor 1 9.13 21 0.282 0.868
(%) Tiempo * 1 33.38 21 51.28 0.65 0.429
Regimen deluz x Olor 2 811 21 322.88 0.025 0.0975
Regimen deluz x Tiempo 2 15.96 21 51.28 0.311 0.735
Olor x Tiempo 1 0.96 21 51.28 0.018 0.892
Regimen deluz x Olor x Tiempo 2 21.03 21 51.28 041 0.669
IC Regimen deluz 2 0.0078 21 0.018 0.427 0.657
Olor 1 0.034 21 0.0183 1.867 0.186
Tiempo* 1 0.027 21 0.0002  10.592 0.003
Regimen deluz x Olor 2 0.0064 21 0.0183 0.3494  0.7088
Regimen de luz x Tiempo 2 0.0014 21 0.026 0.538 0.591
Olor x Tiempo 1 0.0006 21 0.026 0.259 0.615
Regimen deluz x Olor x Tiempo 2 0.0018 21 0.026 0.711 0.502
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DiscusiON

Las hembras de C. talarum mostraron una respuesta reproductiva frente a sefiales del
fotoperiodo. Se distinguié un adelanto del incremento de episodios CN en las hembras
expuestas a fotoperiodo invernal (IT) en relacion a aguellas mantenidas en un fotoperiodo
natural (NA). Un patron semejante, aunque més atenuado, fue observado al analizar
proporcién de células epiteliales. Por otro lado, e incremento del indice de cornificacion
(IC) fue encontrado de forma simultanea en |os tres tratamientos: este ciclo independiente
del fotoperiodo seria indicativo de la existencia de un ritmo reproductivo enddgeno. Sin
embargo, para e periodo equivalente no se observd ocurrencia de actividad reproductiva
en hembras silvestres (Cap |, Busch et al. 1989, Madlizia y Busch 1991). No obstante, d
final de nuestro periodo experimental, el IC disminuy6 para aguellas hembras expuestas a
un fotoperiodo de verano constante (VC) y de invierno temprano (IT) mientras que se
observo un incremento para aquellas expuestas a fotoperiodo natural (NA), el cual se
correspondié a pul sos reproductivos observados en el campo (Capitulo ). Como se sefia o,
las hembras empleadas en este estudio no acanzaron un estado de completa cornificacion;
a pesar que este estado fue observado, aunque en bga frecuencia, en hembras mantenidas
en las mismas condiciones de cautiverio (Capitulo IV). Tanto la baja proporcion de células
cornificadas y la bagja frecuencia en la que hembras con rnificacion completa podrian
indicar que las hembras en el presente estudio alcanzaron una fase inicia de receptividad,
mientras gque otros factores no incluidos en este estudio, podrian contribuir a incremento
de los niveles de cornificacion. Inclusive hembras que mostraron casi 20 % de células
epiteliales se mostraron receptivas al apareamiento y llevaron a cabo una exitosa prefiez
(Capitulo 111), aungque probablemente la estimulacion necesaria para alcanzar la ovulacién
en estas condiciones requiera mayor tiempo y/o complegjidad de comportamientos en el
cortgjo y apareamiento. Consecuentemente, el fotoperiodo pareciera participar en € inicio
la receptividad reproductiva mientras que la ovulacion se induciria a través de estimulos
mecanicos durante la copula. Las espinas peneanas que presentan los machos de C.
talarum (Balbontin et al. 1996) proveerian la estimulacion vagina necesaria para inducir la
ovulacion. La ovulacion inducida es e patron esperado para mamiferos solitarios (Zarrow
y Clark 1968) y representa una clara ventgja energética para roedores subterréneos dada la
baja probabilidad de encuentro con potenciales pargjas y de aparearse durante la estacion
reproductiva (Bennett et al. 2000).

41
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La reproduccion es un proceso energéticamente costoso que pone en juego la
supervivenciadel individuo reproductor. EI empleo de sefiales ambientales en la regulacion
de la reproduccion lleva a la optimizacion en e uso de recursosy evita la consecuente
reduccion de la adecuacién (‘fitness’) s un intento de reproduccion falla (Bronson 1989,
Kenagy y Barnes 1984). Aunque se supuso que € modo de vida de los roedores
subterrdneos impediria el empleo del fotoperiodo, la sefid proximal mas comun entre los
mamiferos de reproduccion estacional (Bennett et al. 2000), la sensibilidad a la variacion
diaria en la cantidad de horas luz fue reportada para S. ehrenbergi (Haim et al. 1983). Sin
embargo, € fotoperiodo no mostro tener efecto sobre la actividad reproductiva de las ratas
topo (S. ehrenbergi, Shanas et al. 1995) mientras s 10 hizo la humidificacién del suelo por
[luvias que determind condiciones més propicias para la excavacion y construccion de
nidos de reproduccién (Rado et al. 1992). Entonces es de esperar un importante efecto del
fotoperiodo en roedores subterraneos como C. talarum, €l cual sale de sus tuneles por
breves periodos para colectar vegetacion(del Valle et al. 2001) y presuntamente durante el
apareamiento para la blsqueda de paregja, ya que no se hallaron conexiores entre sistemas
de cuevas individuaes (Antinuchi y Busch 1992). En ambientes que presentan
estacionalidad, la progresién de cambios en las horas luz, ademés de sefialar de forma
precisa la estacion actual, indicantambién el cambio asociado de la temperatura ambiental.
C. talarum habita en una latitud (aprox. 37° S) que exhibe marcados cambios en las
condiciones térmicas, ain dentro de las galerias subterraneas, donde las fluctuaciones
térmicas solo difieren entre 2-6 °C de aguellas de syperficie (Cutrera y Antinuchi 2004). La
temperatura posee un efecto directo y un efecto indirecto, a través de la disponibilidad de
pastura fresca, sobre la ocurrencia de hembras prefiadas y amamantando (Capitulo 1). Las
altas temperaturas del verano representarian un desafio para los individuos que no son
capaces de jadear y sudar (Busch 1989). Asmismo, los cambios en € pelge ventra y la
poca actividad excavatoria durante la prefiez fueron propuestos como estrategias dirigidas
hacia la disipacion del calor y la disminucion del sobrecalentamiento, respectivamente
(Cutrera y Antinuchi 2004). La actividad reproductiva en hembras de C. talarum ocurre
durante e periodo del afio més favorable, cuando la disponibilidad de alimento asegura la
cobertura de las crecientes demandas energéticas generadas durante la gestaciéon y la
lactancia. También, las temperaturas extremadamente elevadas o bajas para las crias son

evitadas. La frecuencia de hembras prefiadas alcanza su méxima proporcion dentro de la
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poblacién durante el final del otofio y €l comienzo del invierno, esto junto al largo periodo
de gestacién determina que la mayoria de los nacimientos ocurran durante la primavera
(Capitulo 1, Busch et al. 1989, Mdizia y Busch 1991), cuando € ambiente térmico es nmés
favorable para las crias recién nacidas que presentan un alto grado de atricialidad durante
sus primeros 10 dias de vida (Zenuto et al. 2002). La estrategia de desarrollo de las crias
podria también afectar el grado de respuesta hacia las sefides del fotoperiodo; el cuis
(Cavia aperea), un histricomorfo que habita la misma latitud que C. talarum, no presento
respuestas a fotoperiodo bajo condiciones controladas de laboratorio. Los bajos
requerimientos energéticos de las camadas extremadamente precociales de los cuises
permitirian una reproduccion no estacional mentras que la disponibilidad de aimento y la
temperatura sean favorables parala reproduccion (Trillmich2000).

Una notable caracteristica de la respuesta de C. talarum a los tratamientos con distintos
fotoperiodos fue su ata variabilidad. Este resultado contrasta con diversos estudios en
relacion a los efectos de factores ambientales sobre e proceso reproductivo, en los cuales,
colonias de hamsters o ratas de laboratorio con un alto grado de endocruza son sujetas a
experimentacion (Blank 1992). Por ende, las homogéneas respuestas fisioldgicas a la
experimentaci on se deberian a la pérdida de la variacion entre individuos que caracteriza a
las poblaciones naturales (Lynch et al. 1989). Asmismo, Horton y Rowsemitt (1992)
enfatizaron la importancia de la variacion individual en respuesta a la informacién
ambiental. La capacidad de responder a diferentes sefiales puede ser afectada por la
condicién del animal (edad, reservas energéticas) asi como otros factores del ambiente
externo (fotoperiodo, alimento, mespecificos y temperatura). La capacidad del sistema
neuroendocrino para integrar diferentes sefiales ambientales y las condiciones corporales
pondrian también resultar en una variacion de las respuestas a un estimulo particular.
Como consecuencia, la variabilidad individual en la respuesta fisiolégica es un rasgo de
esperar en todas las poblaciones naturdes y que afectard profundamente sobre la
regulacion de la dindmica poblacional.

Muchos estudios de laboratorio sefidaron una induccion de la maduracion sexua o el
estro en hembras mediante |a exposicién a las feromonas del macho (Brown 1985). Sin
embargo, las hembras en este estudio no mostraron respuesta hacia los olores de los
machos, independientemente del régimen de luz o en interaccion con fotoperiodos

invernales. Diversas hipétesis pueden ser propuestas con € objeto de explicar dichos
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resultados. Si las feromonas de los machos producen un ‘gjuste fino’, no seria de esperar
efecto de las mismas bgo condiciones sub-éptimas para la reproduccion Como fue
discutido antes, algun factor desconocido y no controlado en e presente disefio
experimental podria limitar tanto el grado de rnificacion como también las respuestas
hacia los olores del macho. Con e objeto de maximizar la adecuacion (‘fitness'), la
seleccion natural propiciard que las sefidles del macho induzcan a las hembras a
reproducirse la mayor parte del tiempo, mientras que las hembras lo haran solo en las
condiciones ambientales favorables tales que aseguren su éxito reproductivo (Horton y
Rowsemitt 1992). Asimismo, la forma en la cual se provey6 a las hembras del olor del
macho podria afectar la cantidad de respuesta reproductiva. Se observd que las sefiales
quimicas contenidas en la orina de los machos y que actlian sobre € sistema vomeronasal,
activan la reproduccion en hembras de roedores de las praderas (M. ochrogaster),
observado a través del crecimiento uterino (Carter et al. 1980). Asimismo la induccién del
estro por e macho fue probada en hamsters, Phodopus sungurus sungurus, cuando bs
hembras fueron expuestas a olor (viruta) de machos maduros (Dodge et al. 2002). Aunque
se permitié a las hembras de C. talarum entrar en contacto directo con la olores de orina 'y
heces, es posible que para aquellos individuos con baja probabilidad de encontrar parejas
potenciales, solo las sefidles obtenidas por contacto naso-genital podrian a llevar la
estimulacién necesaria para permitir la induccion del estro o receptividad. De hecho,
feromonas de macho encontradas en € sustrato por varios dias podrian ser tomadas por la
hembra como indicadora de la presencia de una macho territorial y una potencial pareja. El
empleo de la comunicacion quimicadurante el apareamiento podria se empleado tanto por
el macho como por la hembra para evaluar €l estado reproductivo (Zenuto et al. 2004) y la
‘calidad’ de la pareja potencial. Mas aun, las sefidles quimicas de machos podrian causar
cambios reproductivos en las hembras que no fuesen detectados en la citologia vaginal. En
el batyiergido social Cryptomys hottentotus pretoriae, la sola estimulacién olfativa no fue
suficiente para provocar la ovulaciéon pero el contacto quimico promovio € desarrollo
folicular. Sin embargo, los niveles de progesterona entre hembras expuestas y no expuestas
aun estimulo odorifero del macho no mostraron diferencias (Malherbe et al. 2004).
Finalmente, la respuesta reproductiva a multiples sefidles ha ganado importancia
recientemente. El considerar solo una variable en los andlisis en cautiverio ha llevado a

sobreestimar o subestimar los efectos de esa variable en poblaciones (Horton y Rowsemitt
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1992, Edmonds et al. 2003). Cuando una ata calidad dietaria se proveyd tanto a machos
como a hembras de Mesocricetus auratus se observo una disminucion en la respuesta
inducida por el fotoperiodo de la tasa de regresion gonadal de ambos sexos (Hoffman et al.
1987, Johnson y Hoffman 1985). Ademés, |as bajas temperaturas sumadas a fotoperiodos
invernales o estivales no restringe la reproduccion en el cuis (C. aperea) cuando esta
disponible una gran abundancia de alimento (Trillmich 2000). Por lo tanto, el grado de
respuesta a fotoperiodo seria de mayor importancia como disparador de la reproduccion en
C. talarum en poblaciones naturaes donde la calidad de aimento (y posiblemente la
cantidad) se ven limitadas, tal como ocurre al comienzo de la estacion reproductiva natural
de C. talarum (Capitulo ).

El rol de las sefides ambientales y sociales en la regulacion de la reproduccion
constituye un principio central en la biologia de las poblaciones (Ims 1990). La creciente
evidencia resalta la importancia tanto de la variacion individua asi como de la integracion
de factores muiltiples dirigidos a la comprension del efecto del ambiente en la
reproduccion El presente capitulo provee evidencia de la respuesta reproductiva a las
sefides del fotoperiodo en hembras de C. talarum. Sin embargo, la identificacion e
integracion de las sefilles ambientales y sociales ademés de las consideradas en este
estudio es de gran relevancia para el asegurar una reproduccion exitosa; también la
identificacion de las condiciones fisiolégicas que llevan a las diferencias en la respuesta
individual requiere mayor investigacion.

En resumen, las hembras de C. talarum emplearian € fotoperiodo, y probablemente
otras variables ambientales, para sincronizar su reproduccion (este capitulo) de forma de
privilegiar los procesos energéticamente costosos (prefiez y lactancia) durante la estacion
dd afio més favorable (Capitulo ). Sin embargo no hallamos efectos directos de la
exposicion a olor de un macho, lo que podrian tener efectos indirectos sobre la

reproduccion a través de la familiarizacion (Capitulo 111).
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INTRODUCCION

Las vias primarias de comunicacion en mamiferos, responsables de la organizacion e
integracion de patrones comportamentales, son la vista, € oido y € olfato; a este Ultimo se le
reconoce un rol preponderante sobre todos estos (Eisenberg y Kleiman 1972, Doty 1986). Las
secreciones glandulares, asi como los productos del metabolismo diario (orina, heces) son los
principales portadores de informacion quimica (Harborne 1994). Las sefides quimicas
proveen informacion critica acerca del emisor @ncerniente a identificacion de especies,
género, identidad, estatus social, condicion reproductiva, condicién fisioldgica (stress, nivel
nutricional) pertenencia a grupos y parentesco (Eisenberg y Kleiman 1972, Doty 1986). En
roedores, se reconoce a estas sefiales como mediadoras de la atraccién de pargas,
interacciones de dominancia y uso de espacio, desencadenando ademas, respuestas
fisiolégicas relacionadas a la induccion de la reproduccion y comportamiento parental (Brown
y Macdonald 1985, Halpin 1986). La habilidad para reconocer individuos constituye un
elemento clave en gran parte de las interacciones socides, tales como jerarquias de
dominancia, reconocimiento de pargjas y reconocimiento de miembros de un grupo. Asi, €
reconocimiento individual permite evitar encuentros agresivos dirigidos hacia pargjas o hijos,
gasto de energia en actos agresivos gque involucren individuos que ya se reconocen cComo més
fuertes (Brown 1979, Temeles 1994) e identificar a duefio de un territorio comparando su
olor conél predominante en e ambiente (Gosling 1982).

Darwin (1871) sugirié que los despliegues exagerados de los machos, incluyendo las
glandulas productoras de olores, evolucionan por seleccion sexua (en Blaustein 1981).
Trivers (1972) argumentd basdndose en los aportes de Bateman (1948) y Williams (1966),
gue las diferencias en la inversion parental entre los sexos moldean sus roles, de tal manera
que las hembras gjercen una fuerte eleccién por los machos, mientras que éstos maximizan su
éxito reproductivo logrando de una manera menos selectiva la mayor cantidad de
apareamientos posible. Esta diferenciacion de roles se reconoce en una amplia variedad de
organismos, pero se hace particularmente notoria en los mamiferos dada la alta dependencia
materna de la progenie asociada al desarrollo interno de las crias y a amamantamiento
(Andersson 1994).

En e caso particular de los roedores, e grupo no posee caracteres sexuamente
seleccionados tales como ornamentos 0 armas, por 1o que las glandulas productoras de ol ores,

el comportamiento de marcacién y las feromonas incluidas en las sefides quimicas
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congtituyen su principal herramienta en la obtencion de pargjas (Blaustein 1981, Penn y Potts
1998). Asi, estos organismos obtienen informacién acerca de la calidad de potenciales paregjas
a partir de la calidad de sus olores, discriminando entre individuos de bgjo rango social, mala
saud o genotipo incompatible (Brown y Macdonald 1985). Mediante la evaluacion de pistas
guimicas, principalmente las contenidas en orina 'y heces, |os individuos son capaces de evitar
apareamientos con parientes cercanos, con aquellos que comparten e complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), parasitados o alimentados con dietas de baja calidad (Barnard et
al. 1991, Potts et al. 1991, Kavalliers y Colwell 19953, b, Ferkin et al. 1997). Las marcas de
olor depositadas en el ambiente proveen informacion adicional que los animales pueden
utilizar parareconocer al duefio de un territorio, comparando €l olor del individuo encontrado
con € olor predominante en ese espacio (Goding 1982, 1990). Esta debe ser una sefial
confiable de posesion del territorio ya que solamente los animales que defienden y ocupan
exitosamente un espacio pueden asegurar la predominancia de sus marcas (Hurst 1993). Las
pargjas potenciales también pueden utilizar esta informacién como medida honesta de
evaluacion (Rich y Hurst 1998), resultando una medida indicativa de dta calidad y capacidad
competitiva (Gosling 1982, Engel 1990).

En especies solitarias donde |os individuos defienden territorios adyacentes, la familiaridad
resulta un mecanismo de importancia en € reconocimiento de vecinos y seleccion de parejas.
Daly (1977) propone que las marcas de olor de los machos pueden servir para familiarizar a
las hembras con su dor, de manera que cuando ambos se encuentren, la hembra actuara de
modo menos agresivo hacia e macho y la copula se vera facilitada. Este comportamiento ha
sido reportado en distintas especies de roedores (Lemus trimucor natus, Coopersmith y Banks
1983; Dipodomys spectabilis, Randall 1991; Dipodomys ingens, Randall et al. 2002; Microtus
ochrogaster, Shapiro et al. 1986; Mesocricetus auratus, Tang-Martinez et al. 1993). Méas aln,
la familiarizacion no solo favorece e comportamiento de apareamiento sino que permite la
produccion de camadas mas numerosas. El stress generado como consecuencia de la agresion
gue caracteriza los encuentros entre individuos no familiares probablemente sea responsable
tanto de fallas en la implantacién como la reabsorcion de embriones en hembras prefiadas
(Tang-Martinez et al. 1993), por lo que la familiaridad posee una importante influencia sobre
el éxito reproductivo.

El ambiente conjuntamente con las restricciones derivadas de |as capaci dades neurol dgicas

de los organismos son consideradas |as principal es fuerzas model adoras de la evolucion sefial-
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receptor (Endler 1992). La forma en la que los individuos se comunican esta influenciada por
el “umwelt” de la especie (el ambiente alrededor del sujeto) que implica la relacion entre el
animal, su medio ambiente y la habilidad para extraer informacién del mismo. EI ambiente
subterrdneo afecta los canales de comunicacion que sus ocupantes utilizan (Franchescoli
2000). En este medio la vision carece de utilidad ya que la mayor actividad interactiva ocurre
en galerias oscuras. Las sefidles téctiles, por otro lado, estdn limitadas a encuentros de
estrecho contacto entre individuos, lo cual ocurre con baja frecuencia en especies solitarias.
Las sefiales aclsticas son particularmente efectivas tanto en la transmision de informacién a
largay corta distancia, mientras que las sefiales quimicas estan confinadas a los tlineles dentro
de las gderias (Franchescoli 2000). Aunque las sefides auditivas pueden vigiar mas lgjos que
las sefidles quimicas, las pstas olfativas pueden persistir por més tiempo en e hébitat en
ausencia del emisor, sin requerir ademas la actividad sincrénica entre el emisor y e receptor
(Bradbury y Vehrencamp 1998) por lo que resulta un medio eficiente de comunicacion en
especies litarias de roedores subterraneos.

En aguellas especies con baja frecuencia de interaccion directa entre coespecificos se
espera gue la comunicacion quimica cumpla un rol fundamental en la coordinacion de sus
comportamientos sociales y reproductivos. Mas alin, cuando € comportamiento agresivo
constituye una barrera en la obtencion de apareamientos (Shanas et al. 1995), las sefiales
guimicas podrian contribuir en la reduccion de la agresién entre miembros de una pargja
potencial.

El roedor subterraneo Ctenomys talarum (Rodentia: Octodontidag) provee un excelente
modelo para examinar € rol de la familiarizacion previa por medio de pistas quimicas en €l
comportamiento reproductivo. Estos roedores, cuya distribucion ocupa la costa de la provincia
de Buenos Aires, Argentina (Redford y Eisenberg 1992), poseen hébitos solitarios y son
altamente territoriales (Busch et al. 1989). La poblacion ubicada en la locaidad de Mar de
Cobo, se caracteriza por un sistema reproductivo poliginico (Zenuto et al. 1999), los machos
Son Mas agresivos que las hembras y presentan un elaborado patron copulatorio que incluye
contacto corporal, vocalizacién y olfateo (Zenuto et al. 2002). El patrén de distribucién
espacia se encuentra formado por un macho dominante rodeado de sistemas de galerias
ocupados individualmente por hembras. También pueden encontrarse otros machos en la
periferia de este arreglo espacial (Malizia 1994). Tanto en condiciones naturales (Zenuto obs.

personal), como en cautiverio (Zenuto et al. 2001, 2002), marcan sus tuneles con orina, heces
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y frotacién ano-genital. Los individuos de esta especie utilizan la comunicacion guimica
dentro del contexto de comportamientos territoriales y reproductivos, siendo capaces de
reconocer individuos luego de la exposicion por 4 dias a un olor de un coespecifico de su
MisSmo sexo u opuesto (Zenuto y Fanjul 2002). La distincién del sexo (Fanjul et al. 2003) y
condicion reproductiva (Zenuto et al. 2004) a través de pistas quimicas también fueron
verificadas en esta especie. En todos |os casos, |as hembras se distinguieron como el sexo que
destina mayor tiempo de exploracion sobre las fuentes de olor, comportamiento que podria ser
atribuido al gercicio de eleccion que este sexo gerce en muchos mamiferos poliginicos.

Dada la capacidad de C. talarum para reconocer individuos, la deposicion de pistas
guimicas en e ambiente podria funcionar como un modo de otorgar a las hembras
informacion acerca del duefio del territorio y familiarizarlas a su olor. Este comportamiento
podria congtituir una ventagja para ambos sexos S durante los encuentros reproductivos las
hembras actian de forma menos agresiva, presentandose mas receptivas hacia e macho, y
reduciendo asi |os costos del cortejo (tiempo y stress) provocado por encuentros agresivos.

En e presente trabajo se evalla € efecto de la familiaridad, resultante de la exposicion
previa a sefiales quimicas de un macho, en el comportamiento de apareamiento de hembras de
C. talarum. Especificamente, se pone a prueba si la familiarizacion de las hembras mediada
por pistas quimicas de un macho facilita los apareamientos como consecuencia de la

disminucion en el comportamiento agresivo y € aumento en el comportamiento sexual.

MATERIALESY M ETODOS

Animales: captura y mantenimiento en cautiverio

Individuos adultos de C. talarum fueron capturados en la localidad de Mar de Cobo (37°
45" S, 57° 56" O) utilizando trampas de captura viva tipo tubo ubicadas en las bocas de las
cuevas donde se registro actividad excavatoria reciente. Las hembras fueron capturadas antes
de la época reproductiva (marzo-mayo) a fin de evitar toda posible actividad sexual previa a
los experimentos y los machos fueron capturados durante la estacion reproductiva (junio-
enero). Los animales fueron luego transferidos a un bioterio donde se aojaron
individualmente en cajas pléasticas (42x 34x 26 cm) con 3 cm de cama de virutas de madera.
La habitacion se mantuvo en condiciones de termoneutralidad a 23+1°C y bajo condiciones
naturales de fotoperiodo. Los individuos fueron aimentados ad libitum con zanahorias,
batatas, alfalfa, pastos mixtos y semillas de girasol. Los machos fueron mantenidos en un

periodo de adaptacion al bioterio por al menos 4 dias antes de participar en l0s ensayos.
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Test de preferencia

Ensayos preliminares de apareamiento realizados sobre 12 pargas de C. talarum
conformadas por asignacion al azar mostraron como resultado predominancia en los
comportamientos de indiferencia y evitacion, sin obtenerse en ningiin caso comportamiento
reproductivo. En base en estos resultados, y a los obtenidos con el roedor subterraneo solitario
Soalax ehrenbergi (Shanas et al. 1995), se permitio a la hembra seleccionar - entre dos
posibles pargjas - a macho con e cua interactuard en los ensayos posteriores. Si bien la
asociacion (medida como € tiempo de permanencia en cercania, interés por sus sefiades
guimicas, busgueda de contacto fisico) de una hembra hacia un macho constituye una medida
de preferencia de apareamiento, en muchos casos esto no implica que se concrete realmente
en seleccion de apareamiento (“mate choice”). Aln asi, la manifestacion de preferencia de
una hembra hacia un macho permite obtener mayor probabilidad de apareamiento que
mediante una asignacion completamente aeatoria, evitando barreras tales como las
incompatibilidades genéticas o la falta de interés por genotipos de histocompatibilidad (Penn
y Potts 1998).

Con € propésito de permitir a la hembra elegir entre dos posibles pargjas, se disefié un
sistema en forma de T con tubos de acrilico (Fig 3.1). En cada uno de los extremos se coloco
un macho al que se mantuvo confinado a este sector mediante una malla metdlica que le
impidi6é acceder a sistemaen T, y del lado interno del sistema se colocé una muestra de la
cama de viruta del macho correspondiente para proveer a la hembra el acceso directo a su

fuente de olor. En e extremo restante se colocO una cagja acrilica que contiene ala hembra.

Malla
/ metalica
‘ 4
MACHO 1 | ». .+ MACHO 2
(=l Rl G

Viruta tomada
de la caja del
macho 1

Viruta tomada
de la caja del
macho 2

HEMBRA

Figura 3.1- Esquema del sistema utilizado durante el Test de Preferencia
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El test de preferencia comenzo cuando la hembra fue liberada en el sistema, extendiéndose
por 20 minutos. De esta manera la hembra pudo obtener diferente informacién a partir del
macho y su viruta; la malla metdlica permitié un limitado contacto fisico directo y
visualizacién entre ambos, mientras que la comunicacion auditiva fue posible.

Se registraron los siguientes comportamientos de la hembra: olfateo de la viruta, olfateo
del macho, contacto naso-nasal, autoacicalamiento, marcacion con orina 'y fecas, frotado de
zona anogenital y vocalizacion, ademas del tiempo transcurrido en cercania de cada macho.
Se determind e macho elegido por la hembra (macho preferido) como aquel a que fueron
dirigidos la mayor frecuencia de comportamientos y tiempo en cercania. Este macho fue
entonces asignado a la hembra como pargja para € test de interaccion social, luego de que
ésta cumpliera con el correspondiente tratamiento designado al azar.

La posibilidad de eleccion de parga brindada a la hembra resultdé en un importante
aumento de los encuentros exitosos (demostracion de comportamiento reproductivo) en
comparacion a resultado de estos encuentros cuando €l macho fue designado al azar. De las
52 pargas conformadas por la hembra y e macho preferido, 38 (73%) desplegaron
comportamientos reproductivosy 17 parejas (32%) acanzaron la cépula.

Test de Interaccion. Este experimento consistio en dos fases: 1) fase de exposicion a olor,
las hembras fueron sometidas a distintos tratamientos de exposicion a olor y 2) fase de
interaccion, las hembras interactuaron con € macho preferido en € Test de Preferencia. Se
utilizaron en total 71 individuos adultos de C. talarum (38 hembras'y 33 machos). Si en un
test de interaccion no se verificd comportamiento reproductivo (14/52 casos), e mismo fue
descartado y los individuos reutilizados. Ninguno de estos individuos fue empleado en €
mismo tratamiento ni testeado con individuos previamente conocidos (via olor u interaccion).
La reutilizacién de los animales ocurrié con un intervalo entre tests de a menos 30 dias para
las hembras y 15 dias para los machos.

1) Exposicién a olor

Recoleccion de olores. Las muestras de olor fueron recolectadas de las camas de viruta de
los machos donantes, conteniendo una mezcla de orina, heces, y secreciones corporaes. La
eleccion de la viruta como fuente de olor se debe a que ésta es la que mejor permite la
discriminacion de individuos (Zenuto y Fanjul 2002) siendo también la fuente sobre la cual
los tucos demostraron mayor interés en experimentos que involucraron distincion de

condicién reproductiva (Zenuto et al. 2004). Estas muestras de olor fueron presentadas en una
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capsula de Petri (10 cm de didmetro) cubierta por una malla metdlica en forma de anillo, de
tal manera que la hembra pueda oler y tocar la muestra. Cada capsula de Petri conteniendo €l
olor de un macho se colocd en la cgja donde reside l|a hembra por un lapso de 8 dias (periodo
de habituacion), renovandose cada 48 hs. Este periodo garantiza ampliamente la
familiarizacion a través del contacto con € olor, la cua es ya alcanzada a cuarto dia de
exposicion (Zenuto y Fanjul 2002).

Exposicién. Se realizaron cuatro tratamientos. tres de exposicion a olor del macho segun
lo detallado més arriba, y un tratamiento sin exposicion a olor. Las hembras del tratamiento C
fueron habituadas a olor del macho preferido de acuerdo a la seleccion cada hembra
(“Conocidos’, n=11). Las hembras del tratamiento H1 fueron habituadas a olor de un macho
escogido a azar (Habituados 1, n=9). El tratamiento H4 consistié en la habituacion de la
hembra a diferentes machos. cada olor permanecié disponible durante dos dias,
reemplazandose cada vez con un olor distinto (“Habituados 4", n=9). Las hembras del
tratamiento E no fueron expuestas a ningun olor (“Extrafios, n=9).

2) Interaccion social

Luego de que las hembras cumplieran con la fase de exposicién a olor, fueron testeadas en
interaccion con € macho preferido (ver Test de seleccidn). El sistema utilizado en este test
consistio en tres cagjas de acrilico dispuestas una a continuacion de la otra 'y unidas por tubos
de acrilico que funcionaron como tuneles (Figura 3.2). La cagja central representa la arena
neutral; en las cgjas de los lados se colocaron los individuos, un macho y una hembra, cuyas
posiciones fueron designadas a azar. Antes del comienzo del test los individuos fueron
confinados durante un periodo adaptacién de aproximadamente 1 hora en su caga
experimental provista de un fondo de viruta extraida de su propia cgja. Una vez finaizada la

adaptacion, el sistema fue abierto para permitir la entrada de los animales.

Tuanel de

acrilico
Individuo 1 PATETE TSV Individuo 2
Viruta de la ) | Viruta de
cama del Viruta la cama del
individuo 1 nueva individuo 2

Figura 3.2- Esquema del sistema utilizado en los Tests de Interacciér
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El Test de Interaccidon consistio en tres ensayos de 30 minutos cada uno, y fue realizado
durante tres dias consecutivos. A lo largo de los tres dias de estudio cada encuentro fue
registrado en filmaciones de video. Luego de cada test las cagjas fueron cuidadosamente
lavadas con detergente y secadas con alcohol para asegurar que no queden rastros de olor en
el sistema

Registro y andlisis de las variables comportamentales. Los comportamientos observados
durante las interacciones se detallan en la Tabla 3.1. Las variables comportamentales fueron
agrupadas dentro de tres tipos de comportamiento de acuerdo al siguiente criterio de
clasificacion, siguiendo la descripcion del comportamiento social y reproductivo reportado
para C. talarum (Zenuto et al. 2002):

a) Reconocimiento: comportamientos que involucran e reconocimiento del otro individuo
por medio de diferentes canales de comunicacion (quimicos, visuales, tactiles)

b) Agresién: comportamientos que comprenden desde la evitacion del otro individuo
hasta acciones que pueden involucrar perjuicio fisico para ambos individuos

¢) Reproductivos: comportamientos de cortejo y copula.

Con € fin de responder a los objetivos de este trabajo y evauar e comportamiento
reproductivo de las hembras de C. talarum bajo distintos contextos olfativos, en el presente
trabgjo sdlo se reportan los comportamientos reaizados por la hembra y aquellos
comportamientos mutuos (monta, cépula).

El andlisis de datos se rediz6 dentro de tres categorias. para los tres tipos de
comportamientos, para los niveles definidos dentro de edos y para cada uno de los
comportamientos particulares. Para cada comportamiento fueron registradas las siguientes
medidas. latencia (tiempo transcurrido hasta la primera ocurrencia de un comportamiento
dado), frecuencia (nUmero de veces que ocurre un comportamiento durante la interaccion),
duracion (tiempo total dedicado a un comportamiento durante la interaccion) y ocurrencia
(verificacion de un comportamiento dado dentro del repertorio de comportamientos
identificados). El andlisis se realizd para cada uno de los diasy para € total de lainteraccion.

Debido a fallas en las grabaciones de video, fueron perdidos los registros de 4 individuos
del dia 3 bgjo € tratamiento Conocidos, por 1o que esos individuos no fueron incluidos en la
evaluacion de los totales.

Se realizo un andlisis de la ocurrencia de |os comportamientos reproductivos agrupandol os

en 6 fases. Cortgo 1, 2, 3y 4 (segln se definen en Tabla 3.1) mas fase 5 (monta) y fase 6



Efecto delafamiliaridad por olor 58

(copula). Se realizd una correlacion entre € ndmero de comportamientos reproductivos
verificados durante € cortgjo y e Cmax (nivel méximo de cortejo) alcanzado en € encuentro.

Se utilizé test de ANOVA o su equivaente no paramétrico (Kruskal-Wallis) en €l andlisis
de cada variable comportamental entre tratamientos. En todos los casos e nivel de
significancia fue fijado en 0.05. Los datos se expresan en media £ DE. Cuando existieron
diferencias significativas entre tratamientos estas fueron analizadas con pruebas de
comparaciones multiples (Holm- Sidak o Método de Dunn, segin e caso). Se uso €
coeficiente de correlacion de Spearman para andizar la relacion entre € numero de
comportamientos reproductivos y €l acance del cortejo. Para e andlisis de la interaccion de
las variables tiempo y tratamiento se usO ANOVA de dos vias de Medidas Repetidas
(Tiempo).
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Tipo de
Comportamiento

Nivel

Comportamientos Particulares (descripcion)

Reconocimiento

Demarcacion
Involucra todos aquellas conductas
en lacual un individuo deposita
una sefial quimica

Orinay/o heces: individuo marca una zona mediante |la deposicion de fecas
u orina.

Frota zona genital: el individuo frota su zona anogenital contra una
superficie.

Olfacion.
Involucratodas agquellas
conductas de olfateo de una sefial
quimicay/o individuo.

Olfateo del territorio: olfacion de éreas puntuales que contienen olores
depositados por €l individuo durante el periodo de habituacion

Olfateo de marca: un individuo olfateala marca dejada recientemente por
otro.

Olfateo de individuo: olfateo de la cabeza o flancos del otro individuo

Visua + tactil
Comportamientos de
reconocimiento a partir de lavistay
tacto.

Encuentro y retroceso: retroceso rapido luego del encuentro con €l otro
individuo.

Contacto naso-nasal: |os dos individuos ponen sus narices en contacto

Bga
Involucra todos aquellas
conductas rechazo del otro

Evitacion: un individuo se mueve en funcion de evitar a otro.

Grupa de rechazo: un individuo le muestraal otro lagrupa

individuo.
Agresion Media Muestra dientes: un individuo muestralos dientes incisivos levantando la
Involucra comportamientos cabeza.
agonisticos directos sin perjuicio Amenaza: unindividuo adviertea otro su rechazo, agazapado en una
fisico paralosindividuos esquinay haciendo aprontes.
Alta Tarascon: individuo lanza unamordida a otro en sefial de amenaza
Aquellos comportamientos —
agonisticos que pueden causar M uerdg: un individuo muerde a otro . .
perjuicio fisico sobre los _Pel_ei_a_' incluye boxeo, muestra de dientes y mordidas; involucra ambos
individuos. individuos.
Cortegjo 1 Olfateo zona posterior: un individuo olfateala zona posterior del otro.
Involucra el olfateo haciael otro Olfateo genital: olfateo de lazona genital del otro individuo
individuo
Persecucion: un individuo persigue a otro.
Cortejo 2 Topetazo: un individuo embiste suavemente al otro.
Mordiscos. mordiscos suaves sobre el otro individuo.
Enganche de dientes: dos individuos enganchan sus dientes incisivos entre
Aquellos comportamientos donde | f.
un individuo se proximaa otro  ["Afoacicalamiento: un individuo acicala parte posterior del otro.
en la blsqueda de contacto. Abraza: individuo abraza el posterior del otro.
., Empuja: los individuos, generalmente enfrentados, se empujan forzandose a
Reproduccion

retroceder con las manos apoyadas sobre € otro.

Hembra monta a macho

Olfateo posterior mutuo: olfateo mutuo de la zona posterior.

Cortgjo 3

Involucra aquellos
comportamientos de un individuo
que sefialan su receptividad.

Expone cuello: individuo expone su cuello a otro.

Grupa receptiva: hembra muestra al macho su grupa en sefial receptiva.

Levanta cola: la hembralevantala cola en proximidad del macho,
exponiendo la zona genital.

Olfateo anogenital mutuo: olfateo mutuo de la zona anogenital,
generalmente acompafiado de giros.

Hembra muerde cuello a macho

Cortgjo 4
Involucra comportamientos de
precépulay cépula

Muerde cuello: macho muerde cuello que la hembra expone durante el
cortejo, ocurre generalmente antes y durante la monta.

Monta parcial: macho sube ala hembra sin completar la monta

Monta: macho monta ala hembra

Copula

Tabla 3. 1.- Clasificacion de las variables comportamental es registradas durante |os encuentros
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RESULTADOS
Comportamiento de las hembras de C. talarum

Durante los encuentros, los individuos primeramente exploraron € sistema, detectando la
presencia del otro individuo. Siguieron entonces comportamientos de reconocimiento tanto
visuales y tactiles como de olfaccién del otro individuo y su territorio. Posteriormente, se
verificaron los primeros comportamientos agresivos y reproductivos. El despliegue de
comportamientos mostrado por las parejas fue muy variable dentro de cada tratamiento, lo
cua dificulto la deteccidn de patrones en la respuesta a |os mismos.

La distribucion relativa de la actividad total a lo largo del estudio (3 encuentros de 30
minutos en dias consecutivos) difiere paralas categorias comportamental es consideradas. Los
individuos mostraron con mayor frecuencia comportamientos  reproductivos,
independientemente del tratamiento de familiarizacién asignado. Le siguieron, aunque
variando en su orden de importancia segiin €l tratamiento, los comportamientos agresivos y de
reconocimiento (Figura 3). Las hembras de los tratamientos E y H4 emplearon mayormente
comportamientos de agresion gque de reconocimiento, mientras que en las hembras de los

tratamientos C y H1 ocurrié larelacion inversa.

— — » Figura 3: Frecuencia (+ DE)
R t A W Reprod . -
. O Reconocimiento [ Agresion W Reproduccion relativa ala actividad total

074 invertida en cada categoria de
061 comportamiento bgjo cada

051 tratamiento de familiarizacion
0,4

0,3 1

0,2 q

0,11

0 T T T

Extrafios Conocidos  Habituadosl Habituados4

Frecuencia

De latotalidad de las pargjas analizadas (N=38), 17 (45%) copularon alo largo del estudio.
Dado que la mayoria de las copulas se verificaron en la primera interaccion (dia 1), la
obtencion de las mismas pueden atribuirse a efecto de la familiarizacion por olores mas que a
la posterior interaccién en dias sucesivos. Solo una pareja en el tratamiento Ey dosen e C
copularon en primera instancia en € dia 2 mientras que una pargja del H1 lo hizo en € dia 3
de interaccion. Aungue el porcentaje de parejas que copularon fue algo mayor en las parejas
de Extrafios y Conocidos, no se detectaron diferencias entre tratamientos (Kruskal Wallis,

H=4.22, gl=3, P=0.239). Resulta interesante destacar que las copulas de E fueron reforzadas
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en latotalidad de los casos, mientras que los C no repitieron copulas en dias sucesivos (Tabla
3.2). Como resultado de estas cdpulas, solo dos hembras completaron prefieces exitosas, una

del tratamiento E y otra de C, cuyos tamafios de camada fueron 4 y 2 crias respectivamente.

Tratamiento Total de pargjasque Pargasquerefuerzan  Pargasquerefuerzan
copularon laprimeracépula la segunda cépula
Extrafios (N=9) 5/9 (55%) 5/5 1/5
Conocidos (N=11) 7/11 (63%) o7 o7
Habituadosl (N=9) 3/9(33%) 1/3 03
Habituados4 (N=9) 2/9 (22%) 0/2 0/2

Tabla 3.2. Frecuencia absoluta de paregjas que copularon alo largo del estudio y que refuerzan (repiten)
la cdpula en los encuentros siguientes. N corresponde a nimero de individuos por tratamiento.

No se detectaron diferencias en la ocurrencia y duracion de comportamientos
agresivos y reproductivos en relacion al tratamiento de familiarizacion de las hembras
(ANOVA dos vias, Tabla 3.3). Tampoco se verifico interaccion entre €l efecto del tratamiento
en relacion a tiempo. Si se verificd un efecto del tiempo en la ocurrencia'y duracién tanto de
la agresién como de los comportamientos reproductivos a lo largo de los tres dias de
encuentro, dada la disminucién en e despliegue de ambos tipos de comportamientos en los

dias 2 y 3 de interaccion.

Ocurrencia Duracién
Agresion Reproduccién Agresion Reproduccién
gl F P o] F P al F P al F P
Tratamiento 3 2374 0083 2 0239 089 3 0575 0635 3 0199 0.896
Dia 2 6305 0005 3 4654 0014 2 17172 <0001 2 18531 <0.001

Tratamientox Tiempo 6 0.615 0.717 6 0405 0873 6 2053 0071 6 1016 0423

Tabla 3.3. Tablade ANOVA de 2 vias de medidas repetidas (Tiempo) para la Ocurrenciay Duracion de
los comportamientos agresivos y reproductivos. Los datos de agresion para Duracion fueron transformados
con /x.
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Latencia

Dia 1. Las latencias de los comportamientos no arrojaron diferencias significativas entre
tratamientos durante e primer dia de ensayo. Sin embargo, las hembras E tardaron més
tiempo en desplegar comportamientos de reconocimiento que las hembras de los demés
tratamientos (Tabla 3.4). La latencia ala agresiéon paralos diferentes niveles y para e tota fue

similar entre tratamientos (Tabla 3.4).

COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Nivel H/F P Extrafios Conocidos | Habituados 1 | Habituados 4

Reconocimiento Total H=2.066|0.559|108.44+156.44 24.72+16.95 47+66.62) 50.33+50.65
Baa F=1.691(0.344| 140,67+206,96 330,83+297,73 386,71+399,93 219,33+190,87
Agresion Media H=1.034(0.793 207+200,4 349,5+397,25 186+85,64( 227,56+202,39
Alta H=3.728(0.292|620,12+553,82)  296,3+94,18 252,86+200,51] 409,5+202,1
Total H=1.181(0.758|121.11+157.46( 168.5+148.77  145+109.11] 146.89+177.07
Cortejo1l |H=1.301(|0.729| 143,6+216,2| 205,6+255,3 330,8+392,5 305+430,6
Cortejo 2 |H=0.288|0.962| 325,25+341,91] 312,4+247,6 277,1+269,5 270,7+277,9
Reproductivo Cortejo 3 |F=2.083|0.121| 287,4+154,3| 316,11+218,4 250,5+202,9 507,2+346
Cortejo4  |F=2.887(0.061| 384,4+229,8 297,8+247,6 627+380,8) 166,4+123,2
Copula H=2.423|0.489| 846+689,35 491,8+100,87 506,5+292,03 3324140
Total H=2.000|0.572| 114.67+154.23  119.8493.07] 84.77+86.53| 202.78+262.14)

Tabla 3.4. Latencia (en segundos) a la ocurrencia de distintos comportamientos durante €l primer dia de
encuentro. Los datos se expresan como media+ DE. Vaores de p correspondientes aH de Kruskal-Walliso
F de ANOVA. gl=3 en todos los casos.

En los cuatro niveles del cortgjo, asi como en e total de los comportamientos
reproductivos, los tratamientos no presentaron diferencias significativas. Sin embargo,
algunos comportamientos particulares (Levanta cola, Aloacicalamiento, Monta parcia)
presentaron diferencias entre tratamientos (Comparacion Mdltiple de Dunn p>0.05, ver
Apéndice, Tabla I). Es importante destacar que la latencia hasta la cdpula fue mayor en las
hembras E, en especiad comparandolas con las hembras H4, aunque estas diferencias no
resultaron significativas. Las hembras H1 mostraron una menor latencia en comportamientos
de cortgo segun lo indican los valores de latencia para € total del comportamiento

reproductivo, aungue tampoco se hallaron diferencias significativas (Tabla 3.4).

Total. Los valores de latencia para € tiempo total del estudio no mostraron diferencias

significativas entre tratamientos para | os tres tipos de comportamientos analizados.
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COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Nivel H/F P Extrafios Conocidos Habituados 1 Habituados 4
Reconocimiento Total H=1.91 |0.951 89,56+139,70 24,72+16,95 46,89+66,68 50,33+50,65
Baa H=4.026 | 0.259 140,67+206,96 873,86+1462,19 927,00+1572,37 710,86+1312,07,
Agresion Media | H=0.619 | 0.892 463,78+803,94 349,5+397,25 189+85,64 227,56+202,38
Alta H=6.702 | 0.082 | 1027,67+1326,04 296,3+294,18 252,86+200,51 973,78+1178,57
Total H=1.415 | 0.702 121,11+157,46 158.81+150.11 652.11+1524.75 146,89+177,06
Cortejo1l | H=0.634 | 0.888 681,33+1083,42 205.63+255.31] 658,78+1050,33 553,5+808,04
Cortgjo2 | H=0.192 | 0.979 518,78+662,84 311,72+247,27 277,14+269,47 887,12+1762,35
Reproduccion Cortgjo 3 | F=2.365 | 0.089 315,44+217,65 289,2+154,20 249,89+203,53 518,33+£333,83
Cortgjo 4 | H=3.978 | 0.264 618+876,73 916,2+1248,97| 1075+830,11 631,67+£1144,98
Copula F=0.597 | 0.628 1188,2+970,52| 1079,71+1021,01 1871.00+£2372,39 332,00+140,00
Total H=2.441 | 0.524 114,67++152,63 119.82+93.07 84,78+85,53 214,44+260,62

Tabla 3.5. Latencia promedio (en segundos) a la primera ocurrencia de distintos comportamientos durante
los tres dias de encuentro (tiempo total 90 min= 5400s). Los datos se expresan como media + DE. p
correspondiente alos valores de H de Kruskal-Wallis o F de ANOVA. al=3 en todos |os casos

La similitud entre los valores de latencia de reconocimiento para € primer dia (Tabla 3.4)
de estudio y para € total del ensayo (Tabla 3.5) indica que cas la totalidad de las hembras
manifestaron la mayor parte del reconocimiento durante €l primer encuentro, por lo que los
valores de latencia total fueron similares a aquellos encontrados durante € primer dia de
encuentro (Tabla 3.4).

Por otro lado, los valores de latencia de los comportamientos agresivos muestran una gran
variabilidad entre tratamientos. Si bien no se encontraron diferencias significativas, los
comportamientos de evasion y rechazo (Agresion Baja) ocurren antes en las hembras E que en
las hembras restantes. Los comportamientos agresivos de Alta intensidad, como mordeduras
y peleas, ocurrieron antes en los tratamientos C y H1 que en E y H4, aunque tampoco
resultaron en diferencias significativas (Tabla 3.5).

Los comportamientos reproductivos no presentaron latencias diferentes entre los
tratamientos (Tabla 3.5). Sin embargo, es destacable que solo en los C las latencias fueron
algo menores para la fase de cortgo 1, a que luego siguieron |os comportamientos de cortejo
2y 3y con posterioridad la fase 4. En los otros tratamientos, 10s primeros comportamientos
de cortejo fueron correspondientes a la fase 3 y luego fueron seguidos por los de fase 1 0 2
segun € tratamiento. La latencia a la cdpula no difirid entre tratamientos,; notoriamente las
dos Unicas cOpulas obtenidas en H4 ocurrieron a los pocos minutos del primer encuentro de

los individuos.
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Frecuencia
Dia 1. La actividad total de las hembras durante el primer dia de interaccién no fue diferente
entre tratamientos (Tabla 3.6).

L as hembras de los distintos tratamientos desplegaron comportamientos de reconoci miento
con frecuencia similar durante el primer dia de encuentro (Tabla 3.6). La frecuencia de actos
agresivos en € nivel de intensidad Baja fue significativamente distinta entre tratamientos:. las
hembras E dirigieron a su compafiero mayor nimero de actos agresivos que las hembras C y
H1 (Comparacion Multiple de Holm-Sidak: t=2.910 y p=0.006, t=2.635 y p=0.013,
respectivamente), pero no que H4 (t=1.990 y p=0.055). La frecuencia con la que fueron
realizados actos agonisticos en € nivel de agresion Altay para € total de agresion no fue
diferente entre tratamientos, pero comparativamente se encontré que las hembras de los
tratamientos con exposicién a olor realizaron estos comportamientos con menor frecuencia
gue las hembras E. Por otro lado, dentro del nivel de agresion Media €l valor de frecuencia
promedio fue muy similar para los cuatro tratamientos (Tabla 3.6).

Para los comportamientos reproductivos las diferencias entre tratamientos no resultaron
significativas. En general, se observa para las hembras de los cuatro tratamientos mayor
frecuencia de los comportamientos incluidos en Cortgjo 2 (C2). Los comportamientos
incluidos dentro Cortejo 1 (C1) y Cortgo 3 (C3) fueron realizados por las hembras con
similar frecuencia entre los distintos tratamientos. Sin embargo, en € nivel de Cortejo 4 (C4)
las hembras E presentaron alta frecuencia, particularmente en el comportamiento de monta
(Ver Apéndice, Tabla Il). En este mismo tratamiento fue donde se verifico la mayor

frecuencia de copulas, s bien las diferencias no resultaron significativas.

COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Nivel H/F P Extrarios Conocidos | Habituados 1| Habituados 4
Reconocimiento| Total |[F=1.271| 0.300 | 20.22+10.39| 28.81+13.24| 19.67+12.21] 20.22+14.04
Bga [F=3.395| 0.029 | 15.56+12.959 4.09+5.15°| 4.67+6.14°| 7.33+9.382"
Media |F=0.030| 0.993 511+355 582+6.91] 567+6.59  5.33+4.52
Agresion Alta |F=1.222| 0.317 | 14.89£19.05( 8.09+6.93] 5.89+7.50, 6.11+8.81
Tota |[F=1.216| 0.115 | 35.56+27.18 18+12.084 16.22+14.18| 18.78+18.94
Cortggo 1 [F=0.545| 0.655 | 9.89+11.44 13.45+9.13 8.11+8.52 12.55+11.98
Cortgjo 2 [ F=0.432| 0.732 | 22.67+43.49 23.2+26.26 18.78+35.15/ 38.11+51.54
Cortgjo 3 [H=1.664| 0.645 | 14.55+10.10] 11.27+7.96 14+15.27)  8.67+8.05
Reproductivo | Cortgjo 4 |H=1.664| 0.645 | 20.89+22.33 12.72+11.60, 8.78+13.45 6.89+11.37
Copula |F=1.005| 0.403 255+371 154+216] 1.11+242] 0.55+1.33
Total [H=1.965| 0.580 68+55.66 60.64+35 49.67+63.46| 66.22+75.44
Actividad Total [F=0.428| 0.734 | 123.78+67.2| 107.45+42.7| 85.56+85.87| 105.22+88.0
7 5 7

Tabla 3.6. Frecuencia promedio de actos de cada comportamiento ocurridos durante € primer dia de

encuentro. Los datos se expresan como media = DE. Valores de p correspondientes a H de Kruskal-
Wallis o F de ANOVA. Letras distintas indican diferencias significativas (Prueba de comparaciones
Multiples p<0.05). gl=3 en todos los casos
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Frecuencia total. El total de actividad desarrollado por las hembras a lo largo del estudio no
presentd diferencias significativas entre los tratamientos. Cuando se analizaron en conjunto
los tres encuentros, las frecuencias de los distintos tipos de comportamientos mostraron

proporciones similares a las encontradas mediante €l andlisis por separado de cada encuentro

(Tabla3.7).

COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Nivel H/F P Extrafios Conocidos Habituados 1 Habituados 4
Reconocimiento Total F=0.414 0.744 42,5+19,96 54+19,55 49,33+35,81 40+28,37
Baa F=3.323 0.034 22+1452 a 5,28+5,43b 8+10,59b 9,5+12,42b
Media H=1.661 0.646 10,87+5,25 13,57+9,43 9,56+10,55 8,25+5,67
Agresion Alta H=2.587 0.460 22,75+17,88 13,28+8,67 16+13,33 12,37+£11,60
Total F=1.495 0.237 51,89+25,37 32,14+15,81 33,55+29,19 30,12+23,03
Cortgjo 1 F=0.523 0.670 23+20,55 35,87+17,17 24,44+22 50 25,75+25,52
Cortgjo2 | H=0.457 | 0.457 39,25+59,47 36,28+16,37 37,56+58,61 55,37+93,50
Reproductivo Cortgjo3 | H=2.974 | 0.396 25,25+20,02 24,85+19,04 33,55+36,75 11,5+11,90
Cortgjo4 | H=3.914 | 0.271 45,62+39,90 13,57+10,13 18,89+27,46 9,5+15,38
Copula F=2.980 0.048 4,75+4,65 a 1,43+2,15b 1,67+3,04 b 0,56+1,33 b
Total H=2.817 0.421 133,12+100,04 110,57+28,69 114,44+123,60 101.88+131,78
Actividad Total F=0.245 0.864 | 231,21+118,63 196,71+42,13 197,33+183,44 172,12+151,56

Tabla 3.7- Frecuencia promedio de actos de cada tipo y nivel de comportamiento ocurridos durante €
tiempo total de ensayo. Los datos se expresan como media + DE. Valor de p correspondiente a H de
Kruska-Wallis o F de ANOVA. Leras distintas indican diferencias significativas (Prueba de

Comparaciones Mlltiples. p<0.05). gl=3 en todos |os casos

La frecuencia con la que a lo largo del estudio las hembras realizaron distintos

comportamientos de reconocimiento fue similar entre los tratamientos (Tabla 3.7). Las
hembras E escaparon, evitaron y rechazaron a macho mas frecuentemente que las hembras de
los tratamientos restantes (Agresion Baja Comparaciones MUltiples de Holm-Sidak: hembras
C: t=2.836 y p=0.008, H1: t=2.530 y p=0.017 y H4: t=2.195 y p=0.037). Las hembras
incluidas en este tratamiento también se involucraron més frecuentemente en
comportamientos de mayor agresividad (agresion Alta), aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Los comportamientos de agresion Media no mostraron
diferencias entre los tratamientos (Tabla 3.7).

La frecuencia de comportamientos reproductivos realizados por las hembras no fue
diferente entre tratamientos (Tabla 3.7). En € andlisis de la frecuencia total se encontro
nuevamente la predominancia de actos C2, especialmente en el cortejo de H4. Las hembras E
desarrollaron mayor nimero de actos reproductivos de precépula y copula (C4), alcanzando
un numero significativamente mayor de cépulas que las hembras de |os tratamientos restantes
(Comparaciones Multiples de Holm-Sidak p<0.05).
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Duracién
Dia 1. Las hembras C dedicaron més tiempo a reconocimiento que las hembras de los
restantes tratamientos, sin que se encuentren diferencias significativas (Tabla 3.8). El

reconocimiento téctil de los individuos (contacto Naso- nasal) fue significativamente menor en

las hembras E que en demas tratamientos (Ver Apéndice, Tablalll).

COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Nivel | H/F P Extraio Conaocido Habituados 1 |Habituados 4

Reconocimiento| Total | F=2.335 | 0.091 43,4+36,7 76,13+55,4 35,2+31/4 35,2+314
Bga | H=5.381 | 0.146 116+173 22,3+28.3 7,79t12,9 43,8+70,4
Agresion Media | F=0.924 | 0.442 15,5+13,7| 26,5+25,4 15,6+11,95 15,12+10,8
Alta | F=0.580 | 0.901 12,9+15,8 7,65+5,98 7,86+6,61, 6,36+6,28
Total | H=3.747 | 0.290 | 141,55+180,40 43,27+31,5 25,37+23,05 53,5+63,37|
Cortgjo 1f H=3.856 | 0.277 37,2+33,6 44,5+40,3 23,5+32,3 65,4+48,9
Cortgjo 2 H=3.010 | 0.390 |242,56+536,32]  179,95+227 140,5+240 341,43+514,24
Reproducciéon [Cortgjo 3 H=1.564 | 0.668 451+415 40,5+29,3 65,8+72,4 25,7+19,9
Cortejo 4 F=1.085 | 0.379 B558,7+449,1| 359,4+320,3| 289,4+363,68 167,1+2522
Cépula | F=1.014 | 0.431 206,3+161,0 104+43,6 129,5+82, 1 73+735
Total | H=4.159 | 0.245 | 662,05+698,52 523,04+507,33| 356,77+606,09 434,94+644,15

Tabla 3.8.- Duraciéon promedio de cadatipo y nivel de comportamiento ocurridos durante el primer
dia de ensayo. Los datos se expresan como media + DE. Vaores de P correspondientes a H de
Kruskal-Walliso F de ANOVA. gl=3 en todos los casos

En e primer dia de encuentro la duracion de los comportamientos agresivos fue mayor en
las hembras pertenecientes a tratamiento E que en las hembras tratadas con exposicion a olor,
y s bien las diferencias no resultaron estadisticamente significativas, estas hembras dedicaron
un tiempo comparativamente mayor a la huida y rechazo del macho (agresion Bagja). Las
hembras E también dedicaron méas tiempo a los comportamientos reproductivos junto con las
hembras C, manteniéndose por encima de las hembras Habituadas (H1 y H4). Las hembras E,
por otro lado, dedicaron més tiempo a aquellos comportamientos de precopula 'y copula (C4),

sin que estas diferencias resultaran significativas (Tabla 3.8).

Total. El andlisis de los encuentros en conjunto mostré que hembras que fueron sometidas a
tratamientos de exposicion previa a olor de un macho dedicaron menos tiempo a la
realizacion de comportamientos agresivos que las hembras sin exposicién a olor. Al mismo
tiempo, fue en este Ultimo tratamiento (E) donde se encontré mayor duracion de los

comportamientos reproductivos.
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COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Nivel F/H P Extrafios Conocidos Habituados 1 Habituados 4
Reconocimiento Total F=0.203| 0.893 144,75+65,74  123,36x46,6§ 116,55+114,34 92,06+84,78
Baja H=6.450| 0.092 146,45+195 9,28+10,91 17,83+£32,30 40,93+77,40
Agresion Media |H=5.424( 0.143 166,93+395,52 39,93+28,54 17,67+19,50 19+13,13
Alta F=1.296| 0.295 18,12+13,64 8,57+5,49 13,28+11,31 9,69+9,17
Total F=3.076| 0.043 331,50+441,30) 57,78+32,31 48,78+56,95 69,62+77,51
Cortejo 1 | F=0.257| 0.856 77,19+82,34| 116,287+66,94 95,89+105,85 86,37+94,18
Cortejo 2 | H=2.969 | 0.396 295,81+598,920 204,21+131,24 323,22+424,87| 487,87+1065,58
Reproductivo Cortejo 3 | H=4.169| 0.244 130,06+140,300 110,64+98,97 160,28+176,72 34,18+26,94
Cortejo 4 | H=5.307| 0.151 8290.92+709.40 255.92+246.23 535.80+503.53 182.10+266.79
Copula | F=1.635| 0.204 131,87+191,98 57461,04 38,55+75,49 18,25+43,75|
Total H=3.245| 0.355 1133.63+951.12| 653.66+348.34 752.75+875.04| 721.77+1246.10

Tabla 3.9- Duracion promedio de cadatipo y nivel de comportamiento ocurridos en € tiempo total del
ensayo. Los datos se expresan como media + DE. Vaores de P correspondientes a H de Kruska-Walliso F

de ANOVA. gl=3 en todos |os casos.

Las hembras pertenecientes a los diferentes tratamientos invirtieron tiempos semejantes en
el reconocimiento (Tabla 3.9). Por otro lado, € tiempo total dedicado al despliegue de

comportamientos agresivos fue significativamente diferente entre los tratamientos. las

hembras E invirtieron mas tiempo en agresion que las hembras pertenecientes a tratamientos

con exposicion a olor. Particularmente, este patrén de tendencias se repite dentro de los

diferentes niveles de comportamientos agresivos (Tabla 3.9), sin embargo estas diferencias no

fueron significativas.

L os tiempos totales para |los comportamientos reproductivos mostraron un patrén similar a

los encontrados en el andlisis particular de cada encuentro: las hembras H4 dedicaron una

proporcion de tiempo mayor a C2 que a las fases C3 y C4. Incluso cuando se compara entre

tratamientos, estas hembras presentaron mayor tiempo empleado en C2 y menor tiempo de

duraciéon de C3 'y C4 (incluyendo la copulay la monta) que las hembras de los tratamientos

restantes. Las hembras E y H1 invirtieron la mayor parte del tiempo destinado a cortejo en

comportamientos incluidos en C4 (Tabla 3.9).

A pesar de que no se observaron diferencias significativas, el tiempo promedio dedicado

a total de los comportamientos reproductivos fue comparativamente mayor en las hembras E

(Tabla 3.9). La duracién total promedio de las cOpulas en las hembras no difirié

estadisticamente entre tratamientos, aunque las hembras pertenecientes a tratamierto E

destinaron en promedio mayor tiempo que los restantes tratamientos a la copula.
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Ocurrencia

El repertorio de comportamientos (medido como ocurrencia) utilizado por los organismos

alolargo de los tres dias de encuentro fue similar entre los tratamientos, tanto paralos

comportamientos agresivos (ANOVA: F= 0.815, P= 0.498) como los reproductivos
(ANOVA: F=0.279, P= 0.840).

Con € fin de analizar s existe una relacion entre € grado de desarrollo del cortgjo

alcanzado y € despliegue de comportamientos reproductivos, se redizé un andisis de

correlacion entre el Cmax y la ocurrencia de comportamientos reproductivos. Para todos los

tratamientos y dias se verifico la existencia de correlacion positiva (Figura 3.5), demostrando

gue para llegar a un

compleo repertorio.

nivel avanzado de cortgjo y eventualmente cOpula, se requiere un
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Figura 3.5. Relacion entre € nimero de comportamientosy la fase de cortegjo acanzada (Cmax: nivel
maximo de cortejo alcanzado); para cada tratamiento (de arriba hacia abgjo: Extrafios, Conocidos,
Habituados 1 y Habituados 4) y en cada uno de los encuentros (de derecha aizquierda: dias 1, 2y 3).

Correlacion de Spearman, se presentan los valores dersy p.
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DisCusiON
Este estudio demuestra que las hembras de tuco-tucos, utilizan la informacion quimica

contenida en productos metabolicos de los machos y en consecuencia modulan algunos
aspectos de su comportamiento reproductivo. Sin embargo, las respuestas encontradas no
concuerdan claramente con las predicciones formuladas iniciadmente. El efecto de la
familiarizacién fue verificado en € tratamiento de los Conocidos y especialmente evidenciado
por la falta de refuerzos en las copulas. Ademés, las hembras familiarizadas iniciaron mas
tempranamente comportamientos de reconocimiento y dedicaron mas tiempo a contacto no
agresivo que €l resto de los tratamientos. Contrariamente a lo esperado, la familiarizacion no
acortd las latencias a la obtencion de cépulas. Las hembras que interactuaron con machos
Extrafios presentaron resultados muy interesantes. inicialmente requirieron un periodo de
evaluacion, eviderciado por latencias algo mayores a reconocimiento y despliegues
significativamente mayores de comportamientos de baja agresion tales como la evitacion y €
rechazo. Estas hembras fueron las que mostraron mayor actividad reproductiva, dada por las
diferencias significativas en frecuencia de copula y las tendencias mostradas por la frecuencia
de monta y proporcién de pargjas que copularon. Sin embargo, estas parejas presentaron una
latencia algo mayor a la copula y la interaccion con los machos se caracterizd por mayores
indices de agresion (mayores frecuencias de agresion alta y duracion de la agresion total).
Notoriamente, y a diferencia de lo ocurrido en € tratamiento de Conocidos todas las cépulas
obtenidas entre Extrafios fueron reforzadas en dias siguientes.

La familiarizacion no implico prescindir de comportamientos agresivos de jerarquia alta,
mas bien parece ser un requisito necesario parallegar al cortgjo y copula en esta especie. Para
gue un encuentro entre el macho y la hembra sea exitoso en términos reproductivos, se espera
gue la pargja se aparee. En este trabajo se encontrd que existe una correlacién positiva entre el
nimero de comportamientos desplegados y el alcance del cortgjo, es decir, que durante €l
desarrollo del cortgjo hasta que finalmente se concreta en cOpula, intervienen un nimero
creciente de comportamientos reproductivos. En el roedor subterrdneo Spalax ehrenbergi,
Nevo (1969) atribuye el despliegue de un elaborado cortgo en funcion de superar la
hostilidad que caracteriza los encuentros entre individuos y asi inducir a las hembras a
copular, evidenciandose en esta especie que niveles muy altos de agresion resultan en un
impedimento para acanzar la copula (Shanas et al. 1995). Sorprendentemente, los
tratamientos de habituacion con un olor (H1 y H4), no respondieron como Extrafnos, ya que

presentaron menor actividad reproductiva general, pero a su vez las latencias a
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reconocimiento fueron baas, asi como también la agresion desplegada. Las hembras
expuestas a olor de distintos machos (Habituados 4) se caracterizaron por un comportamiento
reproductivo donde la actividad se concentrd en la segunda fase del cortejo (C2), exhibiendo
en las fases siguientes baja actividad. Las hembras habituadas a un macho y expuestas a
interaccién con otro (Habituados 1) mostraron como particularidad una mayor actividad
(duracién y frecuencia) durante e tercer dia de encuentro con relaciéon a los tratamientos
restantes, 10 que puede atribuirse a que el decaimiento de actividad entre el segundo y tercer
dia fue menos acentuado entre estas hembras.

El disefio experimental utilizado en este estudio, en € que se otorga a las hembras la
posibilidad de interactuar con un individuo preferido (entre un par de machos), resulto en la
obtencion de un amplio repertorio de comportamientos reproductivos, representando una
fraccion que supera el 50% de la actividad de interaccion. Sin embargo, €l éxito reproductivo
resultante fue extremadamente bgjo, 1o cua impidié analizarlo en funcién de los tratamientos
de familiarizaciéon. Las dos hembras que completaron la prefiez (12%= 2/17 pargjas que
copularon) pertenecieron una al tratamiento Conocidos y la otra a Extrafios. En e primer caso
la prefiez se desencadend como consecuencia de una sola copula mientras que en la segunda
corresponde a una serie de copulas en una misma interaccion y un refuerzo en el dia siguiente.

Familiaridad: reduccion dela agresividad y facilitacién del comportamiento reproductivo.

En especies solitarias con individuos que mantienen territorios adyacertes, la familiaridad
resulta un mecanismo €ficiente en & reconocimiento de vecinos y seleccion de pargja. La
familiaridad posee un efecto de minimizacion de la agresion, incrementando la tolerancia
entre vecinos (Temeles 1994). Las hembras que son menos agresivas con machos familiares
les permiten aproximarse einiciar comportamientos sexuales. El proceso de familiarizacion
puede requerir del contacto directo pero eventual entre los miembros de una pargja, la
cohabitacion o la estimulacion mediante sefiales quimicas depositadas por € macho en
cercania del rango de accion de las hembras (Tabla 3.10). La ausencia de refuerzo de copula
en Conocidos evidencia diferencias entre este tratamiento y € de Extrafios, especialmente en
relacion alos costos asociados al cortgjo. La mayor agresion encontrada en los E se adiciona a
gue €l refuerzo de copulaimplicalarepeticion y el despliegue de un cortejo elaborado, donde
la barrera de agresion caracteristica de los individuos de esta especie debe ser gradual mente
superada. En las hembras del tratamiento Conocidos, las latencias menores a reconocimiento
y la ausencia de refuerzo de cOpula, sugieren que la familiaridad actuaria en este caso

reduciendo costos energéticos y tiempo del cortejo y probablemente, el estrés producido por
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encuentros agonisticos. Por otro lado, el comportamiento de apareamiento en esta especie esta
caracterizado por interrupciones de la copula ocasionadas por movimientos de escape de la
hembra (Zenuto et al. 2002). En las hembras del tratamiento Extrafios |os comportamientos de
agresion durante el apareamiento fueron mas frecuentes y de mayor duracion. Posiblemente,

en el caso en que las hembras no poseen conocimiento previo del macho, la evaluacion de este
continuaria desde el encuentro de los individuos hasta niveles avanzados en €l cortgjo, lo cual

se evidencia por lafrecuencia de evitacion y rechazos.

El logro de la familiarizacion favoreceria a ambos sexos; 1os machos lograrian incrementar
sus chances de aceptacion y tener prioridad en el acceso a las hembras mientras que éstas
estarian probablemente obteniendo apareamientos con machos dominantes, dada la capacidad
de éstos para mantener sus marcas en €l terreno (Hurst y Rich 1999). Se reconoce que las
hembras que seleccionan parejas de alta @lidad, logran beneficios directos (por eemplo:
disminucién de riesgos de contagio de parasitos durante la copula, cuidado parental, menores
riesgos de infanticidio) asi como “buenos genes’ para su progenie (Andersson 1994). S las
hembras utilizaran como medida de evaluacion de la capacidad competitiva de un macho su
capacidad para demarcar €l territorio, éstas preferirian copular con los machos cuyas sefiales
guimicas son las de mayor frecuencia de encuentro. En este caso se esperaria que €
comportamiento reproductivo sea facilitado guardando una correlacion con e aumento del
tiempo de permanencia del olor del macho en presencia de la hembra, es decir, que en
Conocidos el comportamiento reproductivo sea mayor que en € resto de los tratamientos, 10
cual no se verificd en C. talarum.

Hasta el momento, no se ha analizado si 1a familiarizacion por sefiadles quimicas es una
estrategia generalizada entre los mamiferos y menos aln si su magnitud varia en relacion a
sistema social y de apareamiento. La recopilacion de evidencias reportadas para roedores
(Tabla3.10) permite visualizar que la importancia de la familiarizacion en el comportamiento
de asociacion y/o seleccion de pargja ha sido mayormente estudiada en especies
monogamicas, de hecho la confirmacion de este comportamiento es utilizado como estimador
de este sistema de apareamiento (Patris y Baundoin 1998). Sin embargo, existen evidencias de
preferencia sobre machos familiares en especies fuertemente poliginicas y en otras que
presentan una marcada flexibilidad en sus sistemas sociales y de apareamiento. Si la ventgja
de aparearse con un individuo familiar se encuentra asociada a la obtencién de beneficios para
la hembra o sus crias, resultaria probable que la familiaridad opere principalmente en parejas

monogamicas, mientras que, S representa la obtencion de buenos genes para la progenie,
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también seria factible bajo sistemas poliginicos. De todas formas, si 1a familiaridad resulta de
la extension de la hipotesis de “mi querido enemigo”, donde se verifica una disminucién
general de la agresidén entre vecinos, se espera que opere en individuos que establezcan
territorios estables multipropdsito (reproducciéon y alimentacion), independientemente del

sistema de apareamiento (Temeles 1994).

Hipotesis alternativas

Alternativamente a la familiaridad pueden plantearse otras hipotesis que intenten explicar
el comportamiento observado en las hembras de C. talarum. Los olores bioldgicos son
importantes en la fisiologia reproductiva y comportamiento de numerosas especies de
roedores; la exposicion a olor de hembras en estro a los machos aumenta la frecuencia de los
comportamientos de olfateo y monta (Newman y Tang Halpin 1988), e incluso la presencia de
feromonas de los machos pueden inducir € estro en las hembras (Carter et al. 1980). Segln
estas evidencias, laexposicion de las hembras al olor de un macho generaria predisposicion a
la cépula. Esta hipdtesis no seria aplicable en nuestro caso ya que las hembras expuestas al
olor de un macho (Conocidos, Habituados 1 y Habituados 4) presentaron en su conjunto
menor comportamiento reproductivo que las hembras sin exposicion (Extrafios).

En especies donde la evitacion de la endogamia es importante, la familiaridad puede
ser utilizada como un mecanismo involucrado en la inhibicion de apareamientos, reforzando
el reconocimiento de parientes y la dispersion mayoritaria de un sexo (Pusey y Wolf 1996). Si
bien en C. talarum la dispersion involucra especialmente a los machos, los cuales presentan
menor relacién de parentesco entre si que las hembras ubicadas en sus arededores (Zenuto et
al. 1999), en esta poblacién se ha detectado una fuerte estructuracion genética a escala local
(Cutrera et al. en prensd). Este hecho, conjuntamente con el ato grado de poliginia reportado
(Zenuto et al. 1999), y la ata agresion entre machos, representa un escenario de ata
competencia local por apareamientos. Evidencias obtenidas en condiciones naturales
(proporciones sexuales de adultos, disposicion espacia e incidencia de heridas en machos) y
estudios en cautiverio (Zenuto et al. 2002) permiten proponer que la competencia entre
machos es un componente muy importante de la adquisicién de pargjas, las cuales parecen
poseer limitadas oportunidades de eleccion de machos. ¢ES posible entonces proponer que la
posibilidad de aparearse con una pareja extraia represente un beneficio para las hembras?
Esto permitiria comprender la actividad reproductiva desplegada por las hembras frente a

pargjas desconocidas en nuestro tratamiento de Extrafios, alln cuando esto represente mayor
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costo de cortgjo y copula dado el aumento en el comportamiento de agresion y la necesidad de
repetir copulas de manera de lograr la induccion del estro y/u ovulacion. Sin embargo, este
argumento deberia compartirse para los casos de H1 y H4 ya que ain habiendo estado en
contacto con olores de uno 0 més machos, finalmente interactuaron con un macho extrafio. A
fin de dilucidar este aspecto, se implementard un disefio experimental que nos permitira
verificar la existencia de seleccion de parejas por parte de las hembras gracias a la posibilidad
de permitirles e libre acceso a pares de machos de diferentes caracteristicas (familiar vs.
extrano, dominante vs. subordinado) bajo una modalidad de confinamiento.

Finalmente, e comportamiento de apareamiento debe ser analizado como el producto de
estrategias reproductivas individuales, las cuales reflggan cambios oportunistas en las
condiciones sociales 0 ecoldgicas en €l espacio y € tiempo (Gross 1996). Asi, un complejo
conjunto de factores tales como la densidad poblacional, niveles de predacion, proporciones
sexuales operativas, sumado a estado fisiolégico y la familiarizacion, afectan las
interacciones con coespecificos, sus comportamientos de apareamiento y el éxito reproductivo
resultante. Este trabgjo congtituye e primer estudio que considera la funcionalidad del
reconocimiento individual a través de pistas quimicas en e comportamiento de apareamiento
de roedores subterrdneos. Los resultados obtenidos permiten proponer que los individuos
modulan sus comportamientos de apareamiento en relacion a la posibilidad de obtener
informacion quimica de sus potenciales pargjas. Sin embargo, €l efecto de la familiaridad no
parece ser smple y demanda nuevos estudios que permitan comprender la complejidad de

factores involucrados en el comportamiento reproductivo de esta especie.
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Especie Sistema Social Sistema de Experimento Preferencia Referencia
apareamiento

Microtus Solitarios Poliginico Eleccién de apareamiento entre macho | Hembras prefieren machos familiares. | Parker et al. 2001.
pennsilvanicus Promiscuo familiar (cohabitacién) vs. macho
(meadow voles) desconocido
Microtus Territorios por parejas. Monogamico. 1) Test de preferenciade olor de un 1) Las hembras prefirieron los olores | Newman y Tang-
ochrogaster macho familiar (pareja) frente a del macho familiar (pareja) que los Halpin 1988.
(prairevole) macho desconocido olores del macho extrario.

2) Eleccion de apareamiento entre 2) Hembras prefirieron aparearse con | Shapiro 1986

macho familiar (por experiencia machos familiares vs. machos no

sexual previay por alojamiento familiares.

adyacente) vs. macho desconocido.
Peromyscus Territorios por parejas. M onogamico. Testeo de preferenciasocial dela Mayoria de las hembras mantiene Gubbernick y
californicus hembra (en diestro) y preferencia de preferenciasocia y de apareamiento | Addington 1994,
(california mouse) apareamiento (hembras en estro). frente a un mismo macho.
Dipodomysingens | Solitarios. Monogamia Interaccion de la hembra con macho | Mayor contacto amigable y reduccién | Randall et al.
(kangaroo rats) Promiscuo o familiar (por alojamiento adyacente) y | de la agresividad frente a machos 2002.

Poliginico no familiar. familiaresvs. no familiares
Mesocricetus Solitarios. Promiscuo. Familiarizacion de las hembras al olor | Hembras prefieren aparearse con Tang-Martinez et
auratus (golden de un macho, luego interaccion. machos familiares, sereduce la al. 1993.
hamster). agresiony sefacilitael
comportamiento reproductivo.

Mus spicilegus ND. M onogamico. Test de preferenciadelahembrapor | Hembras familiarizadas prefieren la Patrisy Baundoin
(mound-builder machos familiares (periodo de presencia de macho familiar y rehusan | 1998.
mice) contacto limitado) vs. no familiares. copular con el macho no familiar.

Interaccion con macho no familiar.
Mus musculus Sociales Poliginico Test de preferenciadelahembrapor | Hembras familiarizadas se asocian con| Patrisy Baundoin
domesticus(house machos familiares vs. no familiares. €l macho no familiary copularon con | 1998.
mouse) d.
Microtus Solitarios. Poliginico. Eleccion de apareamiento entre macho | No hay copulas selectivas con machos | Shapiro et al.
montanus familiar (por experienciasexual previa | familiares vs. no familiares. Hembras 1986

(montane vole)

y por alojamiento adyacente) vs.
macho desconocido.

prefieren la presencia de machos
desconocidos.

Tabla 3.10. Preferencia de pargja en distintas especies de roedores en relacion a su sistema de apareamiento y sistema social. ND: no descripto.
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APENDICE
L atencia Dia |
COMPORTAMIENTO TRATAMIENTO
Tipo Comp. Part. H/F P Extrafios Conocidos | Habituados 1 | Habituados 4

Aloacicalamiento | F=4.468 0.035 | 482,5+112,4" 621,1+322,77 1304+216,3% 377,3+303,9"
Reproduccion Levantacola |F=6.665 0.003 | 295,8+209,2° 466,3t353,9" 493,4+200° 1167+526 7
Montaparcial  |H=10.474 |[0.015| 292,3+32,45| 432,2+336,6 1800+0,00 1800+0,00,

Tabla I. Vaores de latencia para comportamientos particulares del € primer dia de encuentro.

Los datos se expresan como media + DE. Los valores de P corresponden a H de Kruska-Wallis
0 F de ANOVA. Letras distintas indican diferencias significativas, Prueba de Comparaciones
Multiples P<0.05. Cuando no se efectlio un comportamiento se asigné la duracion total del

encuentro (1800 s).Comp. Part.: Comportamientos Particulares. gl=3 en todos |os casos

TRATAMIENTO

Dia FH P Extrafios Conocidos | Habituados1 | Habituados 4
1 F=2.606 0.068 11.11+11.05 4.82+4.99 3.5546.29 2.78+4.32
Frecuenciade 2 H=5.017 0.170 6.89+8.7 0.56+0.73 3.22+4.76 0.75+1.39
Monta 3 F=1.776 0.174 4.12+5.17 1.12+2.47 2.87+5.14 0.22+0.67
1 F=2.064 0.139 226+169 91,8490 157+127 64,9+86,9
Duracién de 2 F=2.522 0.103 120.80+112.82| 18.25+22.38| 41.90+45.00 5.33+3.78
Monta 3 H=4.620 0.202 36.58+45.48 18.75+6.45| 83.38+110.70, 8.00+6.08

Tabla ll. Frecuenciay duracion del comportamiento de Monta observado en los tres dias de
interaccion. Los datos se expresan como media + DE. Valores de p correspondientesaH de

Kruskal-Wallis o F de ANOVA



Efecto dela familiaridad por olor

Duracién de
Contacto Naso-
nasal

TRATAMIENTO
Dia F/H P Extrafios Conocidos | Habituados 1 | Habituados 4
1 F=2.961 | 0.048 | 3,33+2,292 | 10,82+9,17° | 12,43+6,73" | 11,86+8,13°
2 H=1.012 | 0.798 | 10.67+10.27 5.06+4.95 11.07+17.46 6.07+4.55
3 H=6.838 | 0.077 | 3.40+£3.76 2.30£2.11 | 12.00+£10.73 | 6.25+4.02

Tablalll. Duracion del comportamiento Contacto Nasc-nasal paralos tres dias de
interaccion. Vaores de p correspondientes aH de Kruskal-Walliso F de ANOVA. Los
datos se expresan como media + DE. Letras distintas indican diferencias significativas,
Test de Comparaciones Mlltiples Holm- Sidak, p<0.05.
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INTRODUCCION

El éxito reproductivo de los mamiferos requiere de la adecuada integracion de estimulos
fisiologicos, comportamentales, sociales y ambientales. La relaciéon entre la fisiologia y el
comportamiento es ampliamente reconocida y de particular importancia durante el proceso
reproductivo (Adler 1978). El atractivo de la hembra durante € periodo de fertilidad se
manifiesta tanto por pistas conductuales como no conductual es. La manifestacion conductua del
estro puede involucrar la atraccion, actividades que indican € interés del macho por la hembra
(Beach 1976), y la receptividad, conductas de la hembra que indican su interés por € macho,
tales como gproximacion, inspeccion genital y monta (Tang-Martinez et al. 1993, proceptividad
sensu Beach 1976). Entre los mamiferos, y especialmente para los roedores, las pistas quimicas
constituyen un importante componente no conductual del atractivo de la hembra (Brown 1985,
Doty 1986). Gran cantidad de estudios han mostrado la importancia de la investigacion olfativa
durante el cortgjo, reconociéndose una estrecha relacion entre la atraccion de las sefiales
quimicas y el estado fisiolégico de las hembras que los emiten (Einsenberg y Kleiman 1972,
Johnston 1979, 1980, Ferkin y Johnston 1995, Ferkin et al. 2004). Durante este periodo, €l
incremento de comportamientos tales como la presentacion de la zona genital a macho acentla
la atraccion por e macho ya que se favorece la transmisiéon de sefides quimicas y propicia en
primera instancia la investigacion de la hembra y finalmente la copula

Laimportanciarelativa del ambiente social sobre €l patron reproductivo varia de acuerdo
al modo de ovulacion de la especie (Milligan 1982). En términos generales, las especies que
presentan ovulacion espontanea muestran variaciones en las hormonas sexuales, receptividad
comportamental y ovulacién, de forma ciclica e independiente de la presencia del macho o sus
sefidles quimicas. En especies que presentan ovulacion inducida, en contraste, la ovulacion
depende del estimulo provisto por el macho. Parala mayor parte de los ovuladores inducidos, las
distintas fases de la activacion reproductiva (desarrollo folicular y receptividad comportamental)
suceden espontaneamente en respuesta a variables ambientales apropiadas (Bronson 1989).
Aungue muchas especies responden consistentemente a factores estacionales, otras como los
roedores del género Microtus, dependen de factores sociales, como la presencia fisica o de
feromonas del macho (Sawrey y Dewsbury 1985). En los ovuladores inducidos estrictos, la
ovulacion requiere del estimulo cervico-vaginal resultado del coito, mientras que en los
ovuladores inducidos facultativos, estimulos como seflales quimicas y/o presencia fisica del

macho pueden inducir la ovulacion. Por otro lado, no solo la ovulaciéon resulta estimulo-
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dependiente, sino que la ocurrencia del estro vaginal (que en genera se manifiesta como un
incremento en la cornificacion, Hikim et al. 1992) varia con las condiciones ambientales y
sociales (CohenParsons y Roy 1989, Ramirez y Soufi 1994). El estudio de las variables que
afectan la reproduccion de estas especies se torna mas complejo s se considera que la
receptividad comportamental no siempre se encuentra rel acionada perfectamente al estro vaginal
y laovulacion.

La ovulacion inducida parece ser la norma genera para la mayor parte de los roedores
solitarios (Zarrow y Clarck 1968, Milligan 1982), més aln para los que presentan habitos
subterraneos (Bennett et al. 2000), mientras que en los subterraneos sociales se encuentran
representantes de ambas estrategias (ovuladores espontaneos como Heterocephalus glaber e
inducidos, como Cyptomys hottentotus pretoriae y C. h. natalensis; Faulkes et al. 1990,
Malherbe et al. 2004, Jakson y Bennett 2005). Estos diferentes patrones reproductivos resultan
de adaptaciones a diferentes condiciones ambientales y sociales (Bronson 1989). En especies de
roedores subterrdneos solitarios caracterizadas por alta agresividad, |a reproduccién suele ser un
corto evento donde estas barreras son moderadas. Entonces, la mayoria de ellos se encuentran
enfrentados con problemas tales como localizar a posibles pargjas y transmitirles su intencion de
aparearse en un ambiente con limitadas posibilidades de comunicacion (Bennett et al. 2000). De
esta forma, la induccion de la ovulacion representaria una estrategia reproductiva beneficiosa
para muchas de estas especies, permitiendo responder répidamente ante las oportunidades de
apareamiento. En el solitario S. ehrenbergi las hembras permanecen en un estro vaginal continuo
durante la estacion reproductiva, pero requieren mas de un periodo copulatorio para ovular
(Shanas et al. 1995); sin embargo € efecto del olor o de presencia del macho no fueron
investigados para esta especie. Numerosos estudios han abordado el comportamiento de hembras
y machos durante € cortgjo y la cdpula (ver Bennett et al. 2000), pero los cambios conductuales
en relacion a estado reproductivo no han sido estudiados en roedores subterrdneos solitarios.

Como fue mencionado en capitulos previos, el roedor subterraneo solitario Ctenomys
talarum presenta estacionalidad en la reproduccién, la cual estaria relacionada a diferentes
factores ambientales. La ovulacion, por otro lado, parece estar condicionada a estimulo
copulatorio; Weir (1974) reportd que sdlo habian sido hallados cuerpos IUteos en hembras que
copularon, aungue las particularidades de estos resultados no fueron mencionadas (cOpulas en
cautiverio, deteccion de las copulas, condiciones previas de las hembras, etc). El cortgjo de C.

talarum se caracteriza, en condiciones de semicautiverio, por vocalizaciones, olfateo de la zona
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genital, intentos de monta, mordiscos gentiles, aproximacién de la hembra en busqueda del

contacto con la paregja, marcado e investigacion de los espacios genos (Zenuto et al. 2002).
Durante € cortgjo, la olfaccion de coespecficos es de gran importancia (Zenuto et al. 2001),
cuando ambos sexos son capaces de discriminar la condicion reproductiva mediante sefiales
quimicas (Zenuto et al. 2004). Asi, se ha sugerido gque la condicion reproductiva de las hembras
afectaria | as sefiales que producen, asi como también la respuestas a sefiales de |os coespecificos
(Zenuto et al. 2004). Una mayor comprension de la relacion existente entre la receptividad
comportamental, citologia vaginal y estado fisiologico (niveles de hormonas sexuales)
determinando el éxito de apareamiento, asi como la evaluacion del rol del macho y la copula en
lainduccién de la ovulacién constituyen informacion clave para entender |a reproduccion en esta
y otras especies de roedores subterrdneos. El presente capitul o tiene como objetivo: (1) evaluar si
el estado reproductivo (medido a través de la citologia vaginal y hormonas sexuales) afecta la
conductas de solicitacion (receptividad) de la hembray (2) evaluar si lainteraccion con € macho
afecta la condicién reproductiva (citologia vaginal y hormonas) de las hembras de Ctenomys
talarum. Para esto, se redizO una aproximacion combinada entre observaciones
comportamentales, citologia vaginal, niveles de hormonaes (estrogeno y progesterona) e

histologia ovérica

METODOLOGIA

Animales: captura y mantenimiento en cautiverio. Individuos adultos de C. talarum fueron
capturados en la localidad de Mar de Cobo (37° 45" S, 57° 56" O) utilizando trampas de captura
viva tipo tubo ubicadas en las bocas de las cuevas donde se registrO actividad excavatoria
reciente. Las hembras fueron capturadas antes de la época reproductiva (marzo-mayo) a fin de
evitar toda posible actividad sexua previa a los experimentos, mientras que los machos fueron
capturados durante la estacién reproductiva (junio-enero). Los animales fueron transferidos a un
bioterio donde se a ojaron individualmente en cgjas plésticas (42x 34x 26 cm) con 3 cm de cama
de virutas de madera. La habitacion se mantuvo en condiciones de termoneutralidad (23 £ 1 °C)
y bagjo condiciones naturales de fotoperiodo. Los individuos fueron alimentados ad libitum con
zanahorias, batatas, alfalfa, pastos mixtos y semillas de girasol. Los machos fueron mantenidos
en un periodo de adaptacion a bioterio por al menos 4 dias antes de participar de los ensayos.

Diseflo experimental . Los encuentros de apareamiento fueron realizados de acuerdo a las

condiciones descriptas en € capitulo 3, las cuales involucran inicialmente un test de preferencia
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y posteriormente un ensayo de interaccion de 30 minutos de duracion. Se realizaron 20 ensayos,
paralo cual se emplearon 20 hembrasy 16 machos (Ilos machos solo fueron reutilizados luego de
al menos 10 dias entre ensayos).

Citologia vaginal . Para cada hembra que participd de un ensayo de interaccion se tomaron
muestras del epitelio vaginal (ver C4p. 1) en tres periodos:. uno € dia anterior, €l segundo al
finalizar el ensayo de interaccion y un tercero a las 24 hs del mismo. Se cuantificaron las
proporciones celulares en cada uno de las muestras de epiteio vaginal, caculandose €
porcentgje de células epitelidesy e indice de cornificacion (1C).

Andlisis hormonales. A fin de obtener muestras de orina para realizar las determinaciones
hormonales (estrogeno y progesterona), se utilizaron cajas metabdlicas similares a las descriptas
por Drozds (1975) donde se coloco a cada individuo durante la noche previay la noche posterior
alainteraccion con el macho. Las muestras de orina fueron colectadas a lo largo de 12 horas, en
vasos de precipitado conteniendo vaselina, luego fueron fraccionadas, congeladas a —20 °C y
almacenadas hasta que las determinaciones fueran realizadas (tiempo méaximo: 15 semanas). Las
muestras de orina que se contaminaron con heces fueron descartadas.

Debido a que las determinaciones de estrégeno y progesterona fueron realizadas en orina, las
mismas fueron corregidas, por su variacién en relacion a la ingesta de fluidos. Para esto se
determind la concentracion de creatining, la cual se excreta a una tasa relativamente constante
(Malherbe et al. 2004). Asi, los resultados fueron estandarizados expresandolos en ng o pg de
hormona/ mg de creatinina @ mg Cr). Las determinaciones de estrogeno, progesterona y
creatinina fueron realizadas por € Laboratorio Biomédico Dr. Rapela (M. Vet M. C. Silva, MN
4957- Capital Federal, Argentind), mediante técnicas de Inmunoensayo (MEIA),
Electroquimioluminiscenciay Cinético, respectivamente.

Histologia de los ovarios. Se realizaron observaciones cudlitativas de los ovarios para un
subgrupo de hembras (n= 17), las cuales fueron sacrificadas por inhalacion de cloroformo a
quinto dia posterior a la interaccion con e macho. Los 6rganos reproductores fueron removidos
inmediatamente y almacenados en formalina. Para cada hembra, ambos ovarios fueron tratados
mediante una técnica histoldgica estdndar (Drury y Wallington 1967): deshidratados con etanol,
embebidos en parafina, seccionados en forma semiseriada (6 um de espesor), montados, tefiidos
con hematoxilina-eosina y observados bajo esteromicroscopio (x 100). La actividad ovérica fue

evaluada, para lo que se diferenciaron: foliculos secundarios, foliculos terciarios, cuerpos |Uteos
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(Willingstorfer et al. 1998) y foliculos luteinizados (LUF: ‘luteinzed unruptured follicle’, Weir y
Rowlands 1974), ver Fig. 4.1.

Figura 4.1.- Fotomicrografias de
cortes histolégicos de ovarios:. a)
cuerpo luteo (cl), b) foliculo
secundario (fs) y c) foliculo
primario (fp) foliculos terciarios (ft)
y foliculos luteinizados (1uf).

Observaciones comportamental es. Los comportamientos receptivos observados durante las
interacciones fueron seleccionados en base a estudios previos (Zenuto et al. 2002, C4p. 111) y son
detallados en la Tabla 4.1. Los comportamientos de cortejo evaluados en el presente estudio
incluyen principalmente el canal téactil y el quimico. H cand auditivo no fue utilizado dada la
dificultad de registrar y cuantificar las vocalizaciones. Dentro de los téctiles, la monta, los
empujones y mordiscos son los mas conspicuos. La comunicacién quimica, por otra parte, se
encuentra ligada a otro grupo de conductas receptivas de la hembra tales como la exposicién de
la grupa, y levantar la cola. Durante estos comportamientos, la hembra expone zonas de gran
potencial de emision de sefides quimicas en relacion al estado reproductivo. Para cada
comportamiento, se registré la frecuencia absoluta de ocurrencia durante los 30 minutos del

ensayo.
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Tabla 4.1- Variables comporatamental es registradas. (*) Tipo de comportamiento A: atraccion; R:
receptividad.
Comportamiento (*) Definicion

Olfateo zona posterior H olfateala zona posterior del M

Perseguir (R) H persiguea M

Empujar-Morder (R) H llamala atencién del M empujandolo o tocandolo con el hocico o
mordiendo gentilmente su cuello.

Grupa (R) H expone su zona posterior ante la presencia del M, generalmente esta
conducta esta precedida por un llamado de atencién delaH a M

H montaM (R) H montaa M

H levantacola (R) H levanta cola exponiendo el area genital cuando el macho inspecciona su
Zona posterior

M olfatea zona posterior M olfatea la zona posterior de H

Intento de monta (A) M intentamontar aH pero lo hace de formaparcial y lahembralo evade
répidamente.

Monta M monta alaH en una posicién que permite la copula

Copula

Abreviaturas: H: Hembra, M: Macho

Analisis de los datos. Como medida de receptividad de la hembra se empleo la suma de
los comportamientos: ‘Perseguir’, ‘Empujar- morder’, ‘Grupa, ‘H monta M’ y ‘Levanta cola .
Aunque se registro e olfateo de hembras hacia machos y viceversa, estos comportamientos no
fueron considerados en la caracterizacion de las conductas receptivas dado que eran realizados
con alta frecuencia tanto en contextos reproductivos como territoriales. De acuerdo a la
ocurrencia total de estos comportamientos receptivos y la ocurrencia de copula durante los
encuentros, se clasifico a las hembras en tres categorias que reflegjaron un grado decreciente de
receptividad: Cépula (C, n=6), Receptivas (R, n=7) y No receptivas (NR, n=7). El criterio
utilizado en la diferenciacion de las hembras receptivas de las no receptivas incluyé dos
condiciones. que se verificara la ocurrencia de al menos tres comportamientos receptivos y que
mostrara una frecuencia total de comportamientos receptivos mayores a 15 (Tabla 4.2). Dada
esta categorizacion, se investigo si las hembras pertenecientes a cada grupo diferian en sus
niveles hormonales (progesterona, estrogeno) asi como en la composicion del epitelio vagina
(Indice de Cornificacion y porcentaje de células epiteliales, ver Cap. |) previos a la interaccion
con € macho, mediante andlisis de la varianza paramétrico (ANOVA) 0 no paramétrico
(Kruskal-Wallis) de acuerdo a si los datos cumplian los supuestos de homocedasticidad y
normalidad (Zar 1996). Posteriormente, se investigo €l efecto de la interaccion mn e macho
dentro de estos grupos. Para €ello, se calcularon las variaciones en los niveles hormonaes y la

composicion del epitelio en las muestras tomadas antes y después de la interaccion (después —
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antes). Finamente, se evalud la relacion existente ertre los nivees hormondes y la

caracterizacion epitelial mediante correlacion de Pearson paralos diferentes tiempos (Zar 1996).

RESULTADOS

Los comportamientos de receptividad mostrados fueron diversos, hallandose una gran
variabilidad entre las hembras en cuanto al comportamiento desplegado para acercarse y/o incitar
la atencion del macho (Tabla 4.2). En & comienzo de la interaccién, los encuentros se
caracterizaron por e despliegue de comportamientos agonisticos y de evitacion, los cuales se
atenuaron paulatinamente, seguidos por una fase de reconocimiento. Durante ésta los individuos
olfatearon a su parga, inicialmente a distancia y luego se acercaron gradualmente. Luego del
reconocimiento, tanto e macho como la hembra presentaron comportamientos claros de
receptividad (hembras) o atraccion (machos). La receptividad de la hembra se caracterizo por €
acercamiento activo hacia el macho asi como comportamientos de solicitud de cortejo: empuja o
muerde suavemente al macho, la hembra monta a macho, expone su zona posterior o grupa, y
finalmente en esta posicion o ante la presencia del macho, la hembra frecuentemente levanta la
cola exponiendo €l area genital. En menor frecuencia, las hembras desplegaron la exposicion del
cuello y apoyaron su zona posterior al macho. En reiteradas oportunidades, las hembras
marcaron |os tuneles frotando su zona anogenital, sin embargo la intencidn receptiva no es clara,
pudiendo tratarse de un comportamiento territorial. Las hembras que no mostraron interés por €
macho (no receptivas) superaron la fase del reconocimiento, para luego permanecer pasivas y
esquivas en relaciéon a macho. La atraccion del macho por la hembra se manifesto
predominantemente por la frecuencia de intentos de monta hacia la hembra. Entre las hembras
gue no copularon (receptivas y no receptivas), la frecuencia de receptividad y atraccién total se
encontrd directamente relacionada a la atraccion del macho por la hembra, dada por los intentos
de monta (r = 0.915, n = 14, p<0.00001).

Los niveles de progesterona asi como de estrégeno en orina no mostraron relacion con e
indice de cornificacion y el porcentaje de células epiteliales correspondientes al mismo dia. Sin
embargo, se detectaron correlaciones positivas entre los niveles de ambas hormonas posteriores a
lainteraccion (“Después’) y € porcentaje de células epiteliales registradas al dia siguiente (“24
hs después’). Las variaciones en los niveles de progesterona y estrégeno cuantificados con
anterioridad y posterioridad a encuentro (‘Después - ‘Antes’) mostraron relacion significativa

con € porcentaje de células epiteliales registradas al dia siguiente del encuentro. Del mismo
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modo, la variacion de la progesterona ( Después'- ‘ Antes’) mostrd una relacion significativa con
el indice de cornificacion y el porcentgje de células epiteliales correspondientes a periodo
posterior a encuentro (Tabla 4.3).

El estado reproductivo de las hembras previo a encuentro con € macho se relaciond con
el comportamiento reproductivo mostrado (Copula, Receptiva'y No receptiva) en cuanto a su
citologia vagina pero no asi para las concentraciones hormonales en orina. Tanto los niveles de
progesterona como de estrégeno no mostraron diferencias en relacion a comportamiento
subsiguiente de la hembra (Fig 4.2ay b, ANOVA, F =5.730, gl =2, p=0.537; Kruska-Wallis,
H = 1.770, gl = 2, p = 0.413, respectivamente). Sin embargo, las hembras mostraron diferencias
en € indice de cornificacion previos al encuentro (Fig 4.c, Kruskal-Wallis, H = 6.095, gl =2, p =
0.047), particularmente entre las hembras que copularon en relacién a aquellas receptivas
(Prueba a posteriori de Dunn p < 0.05). Del mismo modo, €l porcentagje de células epiteliales
vario entre los grupos Fig 4.2d, ANOVA, F= 4.994, gl = 2, p = 0.02). Las hembras que
copularon mostraron diferencias significativas con aquellas que se mostraron receptivas (Tukey
g= 4.34, p= 0.018) pero no se hallaron diferencias para aguellas hembras que copularon en
relacion a las que no se mostraron receptivas al macho (g= 3.219, p = 0.08), ni entre las
categorias Ry NR (q = 1.174, p =0.69).

Tal como se observa en la Fig. 4.3, luego de la interaccién con € macho las hembras
mostraron variaciones, tanto disminuciones como incrementos, en sus niveles hormonales y en
menos grado en la composicion del epitelio vaginal. Las variaciones en los niveles de
progesterona difirieron entre los grupos (ANOVA, F = 5.730, gl = 2, p = 0.013). Las hembras
que copularon presentaron un incremento en el nivel de progesterona, del mismo modo aunque
en menor proporcion, 1o hicieron las hembras receptivas, mientras que en aguellas no receptivas
el nivel de progesterona disminuy6 (Fig. 4.3 a). Sin embargo, las diferencias sdlo fueron
detectadas para los casos extremos (C vs NP. Comparaciones Multiples de Tukey, g= 4.78, p =
001, Cvs R q= 2355 p =0.247; R vs NR g= 2525, p =0.204). Las concentraciones de
estrégeno también variaron aunque las diferencias fueron marginalmente significativas (Kruskal-
Wadlis, H = 5,553, gl = 2, p = 0.062). Tanto las hembras que copularon como aquellas que sblo
se mostraron receptivas hacia el macho, incrementaron sus niveles de estrogenos, aungue el de
estas Ultimas fue levemente mayor. Por otro lado, en las hembras NR se produjo una disminucion
de la concentracion de estrogenos (Fig. 4.3 b). La variacion ddl indice de cornificacion asi como

el porcentagje de células epiteliaes fue similar: las hembras R mostraron un leve incremento
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mientras que agquellas que copularon y fueron no receptivas diminuyeron (Fig. 4.3 cy d). En
ningun caso se observaron diferencias significativas entre los grupos (ANOVA, IC: F=, gl= 2, p=
0.225; células epiteliales. F = 0.628, gl = 2, p = 0.545).

Como resultado del andlisis cualitativo de la histologia ovérica (Tabla 4.4), se observé
que la mayor parte de las hembras presentaron foliculos primarios y secundarios. Los foliculos
terciarios se encontraron en 5/ 6 'y 3/ 4 hembras R y C, respectivamente. En las hembras NR, solo
se encontraron foliculos terciarios en 4/ 7 casos. Los cuerpos |Uteos se hallaron exclusivamente
en hembras que copularon. Por otro lado, la presencia de foliculos terciarios luteinizados (LUF)

fue més destacada en hembras no receptivas, aunque se presentaron también en las otras

condiciones.
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Tabla 4.2- Variacion individua en los comportamientos presentados por las hembras de C. talarun
durante € encuentro con € macho.

Hembra # 3 8 9 17 1 6 15 3 7 16 b 11 10 12 9 5 14 8 13 2 4
Gradodereceptividad C C C C C C C R R R R R R R NR NR NR NR NR NR NR
Olfatea Zona posterior ? ? 2?2 2?2 2?2 2?2 2?2 2?2 2 2?2 2?2 2?2 2?2 2 2 ? 0?2 2?2 2?2 2

= Persigue ? 2 2 2 ) ? ?

& Empujar - Morder 2?2 2?2 2?2 2 ? 0?22?22 7?2 7?2 2?2 2 ? ? 0?2 2?2 2
E Grupa ?2?2 7?2 2?2 2 2?27?22 72?2 2?2 ? ?? ? ?
5 H monta M ? ?2 ? 7 ? 27?2?22 7?2 ?

8 L evanta cola ? 7 ??2 7?2 7?2 2?22 2 2?2 2?2 7 ? ?
S Frecuencia promedio 33 41 7.4

(rango) (83-9) (85-17) (15-0)
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Tabla 4.3- Matriz de correlacion describiendo |as rel aciones entre progesterona y estrégeno urinario y
las caracteristicas del epitelio paralos diferentes tiempos en relacion a encuentro con e macho. Para
cada nivel se reportan: Indice de correlacion de Pearson (arriba; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001), y
nimero muestral (abajo). § Diferenciaentre ‘Después’ - ‘ Antes
indice de cor nificacién Porcentaje de Cél. epiteliales
Antes Después 24 h.después Antes Después 24 h. después
Progesterona Antes 0.048 -0430 -0.289 -0.033  -0.217 -0.0155
20 19 17 20 19 18
Después -0.0515  -0.051 0.374 0.527*
17 17 19 18
Diferencia ® 0.556*  0.130 0.532* 0.698 **
19 17 19 18
Estrogeno Antes 0.197 -0.367 -0.344 -0.186  -0.140 -0.289
20 19 17 20 19 18
Después 0.0805 -0.359 0.05 0.551 **
19 17 19 18
Diferencia® 0.258 -0.156 0.123 0.679 ***
19 17 19 18
Foliculos Foliculos Foliculos Cuerpos
Tabla 4.4- Hembra Primarios secundarios terciarios |Uteos
Resultado del andlisis 14 NR + +* -
histol 6gico cuditativo, 2 NR - + +* -
mostrando la presenciao 13 NR - + - -
ausencia de diferentes 4 NR + + - -
estadios de desarrollo 5 NR + + +* -
folicular en hembras de 8 NR + + - -
Ctenomys talarumy cuando 9 NR + + +* -
ocurrio laovulacion 7 R + + +* -
(presencia de cuerpos 10 R + + + -
[Uteos). 11 R + - + -
+ presentes; - ausente. 12 R + + . .
* foliculos luteinizados 3 R + + +* -
(LUF) 16 R - + + -
15 C + + - +
6 C - + +* -
17 C + + + +
1 C + + + +
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DiSsCUSION

Si bien el comportamiento reproductivo ha sido reportado en varias especies de roedores
subterréneos (ver Bennett et al. 2000) la identificacion de comportamientos particulares que
sefidlan la atraccion y receptividad de las hembras no se conoce hasta € presente. Este trabgjo
analiza e comportamiento de receptividad de las hembras en relacion a la condicién hormonal y
la composicion de la citologia vaginal, evaluando ademas los cambios que se verifican en su
estado fisioldgico a partir de la copulay € contacto fisico con € macho. Las hembras receptivas
y las que copularon en este estudio mostraron un amplio espectro de comportamientos de
receptividad, manifestados en frecuencias similares para ambas categorias. La agresividad
constituye un componente clave en la interaccion, hasta que se logra un acercamiento entre los
miembros de la pargjay se inicia € reconocimiento. EI empleo del tacto durante € cortejo y €
apareamiento ha sido sugerido para otros Ctenomyidos (Altuna et al. 1991, Camin 1999) asi
como en otras grupos de roedores subterraneos (ver Bennett et al. 2000). La utilizacion del canal
quimico durante €l cortejo resulta esperable en cuanto a la informacidn que estas sefides portan
respecto de la condicion reproductiva de los organismos (Heth et al. 1996, Zenuto et al 2004).
Nevo (1969) propone que un despliegue elaborado de comportamientos reproductivos es
requisito en organismos altamente territoriales como S. ehrenbergi a fines de lograr disminuir la
agresiéon y comunicar las intenciones reproductivas de |os miembros de una pargja.

La citologia vaginal ha sido empleada para caracterizar la receptividad reproductiva en
distintas especies de ovuladores espontaneos e inducidos. La relacion entre los cambios en el
epitelio vaginal y en los niveles de progesterona y estrégeno ha sido documentada para distintas
especies (Hikim et al. 1991). Un incremento en los niveles plasmaticos de estrogeno produce
cambios en la morfologia del epitelio vaginal en distintas especies de ovuladores inducidos
(Shille et al. 1979, Ryan 1984). Los metabolitos de hormonas esteroides excretadas en la orina se
corresponden con precision a los niveles hormonales plasméticos (Schideler et al. 2005), de esta
forma se espera que los cambios en los esteroides urinarios se encuentren correlacionadas a la
citologia vagina. Sin embargo, esta correspondencia puede verificarse con cierto grado de
retraso temporal. Para la especie de ovulacion inducidaMustela nigripes, la correlaciones de los
esteroides fecales y e porcentgje de cornificacion para e mismo dia fue baja en relaciéon a
aquellas donde se emplearon los valores hormonales del dia anterior, y més aln cuando se
empled e promedio de varios dias anteriores (Young et al. 2001). Estos autores sugirieron que €l

incremento en la cornificacion es un efecto hormonal acumulativo més que basado en los valores
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absolutos diarios (Young et al. 2001). En C. talarum, las correlaciones entre ambos pardmetros
no fueron significativas para e mismo dia, mientras que aquellas basadas en la tendencia
(incremento o disminucion) de la concentracion de estrogeno y progesterona si 1o fueron. Este
hallazgo sugiere un efecto de las variaciones en las concentraciones de hormonas, més que de la
cantidad absoluta y puntual, como responsable de la variacion en la composicion del epitelio
vaginal. De esta manera, € epitelio vagina es € reflgo de una tendencia hormona y no de
niveles puntales. Ademas las hormonas afectaron principalmente los porcentgjes de células
epiteliales y en menor grado los indices de cornificacion, consistentemente con lo encontrado
previamente cuando se evalud € efecto del fotoperiodo (Cap. I1). Aunque la citologia vagina
emplea mayormente la cornificacion como indicadora del periodo fértil-receptivo, en especies
tales como Microtus agrestis se ha encontrado que las hembras con epitelios vaginaes
compuestos mayormente por células nucleadas son receptivas a la cépula (Breed 1967). De esta
forma, la citologia vaginal en C. talarum representa un componente de utilidad en la evaluacion
del estado reproductivo de las hembras, aunque no es € Unico factor a tener en cuenta para la
prediccion del resultado de un encuentro reproductivo.

Los roedores que presentan ovulacion espontanea experimentan cambios ciclicos en el
epitelio vaginal que reflglan certeramente la actividad endocrina de los ovarios (Nalbandov 1976
en Sawrey y Dewsbury 1985). Estas fluctuaciones se hallan correlacionadas ala ovulacion y ala
receptividad comportamental. El caso de los roedores de ovulacién inducida, es evidentemente
diferente. Existirian sin embargo, cambios periddicos en € epitelio vagina indicadores de la
receptividad comportamental. Alternativamente, € estimulo del macho podria producir los
cambios enddcrinos necesarios que resultarian en cambios en la citologia vaginal y receptividad
comportamental (Sawrey y Dewsbury 1985). Aungue la mayor parte de los roedores
subterraneos presentan ovulacion inducida (Bennett et al. 2000) la relacién entre la receptividad
comportamental y e estado fisiolégico en la hembra ha sido escasamente explorado. Los
diferentes grados de receptividad presentados por las hembras de C. talarum se mostraron
relacionados con el porcentgje de células epiteliales y € indice de cornificacion, pero no con los
niveles hormonales. Como se menciono antes, esto probablemente se debe a que tanto € estro
vagina como comportamental estarian relacionados con €l historial hormonal y las tendencias en
sus concentraciones pero no asi con los niveles puntuales y absolutos. Para S. ehrenbergi, el
grado de cornificacion sefidla e periodo reproductivo de la misma (Shanas et al. 1995). El

mismo estudio sefiala que aunque todas las hembras que copularon poseen un epitelio vaginal
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con células cornificadas solo en € 11% de las hembras con ata proporcion de cornificacion
ocurrié copula, mostrando que la presencia de cornificacion es un criterio insuficiente para
determinar la receptividad para esta especie (Shanas et al. 1995). Por otro lado, e aumento en
interacciones que presentan cépulas a partir de que se les permitié alas hembras la seleccién del
macho en C. talarum (Cap. I11) y en S. ehrenbergi (Shanas et al. 1995) indicaria que la seleccion
de pargja juega un importante rol en estas especies de roedores subterrdneos altamente agresivos
y territoriales. En muchas especies, €l acercamiento y los comportamientos receptividad de la
hembra hacia un macho ademés de mostrar una variacion con respecto a su estado reproductivo
constituyen parte del comportamiento de seleccion de pareja (Tomihara 2005). Asi, parte de la
variabilidad comportamental observada durante los encuentros reproductivos podria atribuirse a
las variaciones en € estado reproductivo de la hembra, pero también a gercicio de seleccion de
pareja, dadas las diferencias existentes en la calidad de los machos.

En las hembras que copularon, se observé un incremento significativo de la progesterona,
debido a un incremento de su secrecion por parte de los cuerpos IUteos. Estas Ultimas estructuras
solo fueron halladas en hembras que copularon, de manera coincidente a lo previamente hallado
por Weir (1974), pero no asi en hembras que experimentaran contacto fisico (R y NR). Los
cuerpos lUiteos son una confiable y clara evidencia de ovulacién (Hinds y Smith 1992 en
Malherbe et al. 2004). En especies con ovulacion inducida, la estimulacion vaginal copulatoria
es de fundamental importancia en la induccion de cambios neuroendocrinos y comportamentales
necesaria para alcanzar la ovulacion, y por ende una reproduccion exitosa (Sawyer 1966). No
obstante, entre los ovuladores inducidos diferencias en la sensibilidad de su sistema de control
neuroendocrino producen variaciones en cuanto a estimulo requerido en cada especie (Ramirez
y Soufi 1994, ver Cap V). Muchos roedores subterraneos presentan ovulacién inducida (Bennett
et al. 2000). La induccion de la ovulacion mediante el estimulo copulatorio ha sido observada en
muchos roedores subterréneos solitarios como S. ehrenbergi, que Shanas et al. (1995) relacionan
a su condicién socia. Sin embargo, en especies sociales donde la rigurosidad ambiental limita
fuertemente la reproduccion, la misma se encuentra ligada también a factores sociales. Para las
hembras de C. h. nataliensis y de C. h. prettoriae, €l contacto con olores del macho produce un
incremento limitado de la actividad ovarica 'y de los niveles de progesterona, mientras que la
copula induce la respuesta ovulatoria, dada por la presencia de cuerpos IUteos y un conspicuo
incremento de los niveles de progesterona (Malherbe et al. 2004, Jackson y Bennett 2005). La

induccion de la ovulacion en respuesta a la copula parece ser un sistema eficiente en asegurar la
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fertilizacion, y entonces es sorprendente encontrar que la induccion de la ovulacién no ha sido
adoptada para todas las especies de mamiferos de forma de evitar la pérdida de gametas en caso
de ovulacion y no concepcion (Ramirez y Soufi 1994). En términos de eficiencia reproductiva,
Zarrow y Qack (1968) sugirieron gque la ovulacion inducida es particularmente eficiente en
especies no gregarias y que presentan bajas densidades, donde la probabilidad de encontrar
pargjas es bgja. Sin embargo, esta idea seria valida s los ovuladores reflgjos estuvieran en un
continuo estado de estro. Esta situacion no ocurre en la mayor parte de los ovuladores inducidos
(Ramirez y Soufi 1994) y tampoco es el caso de C. talarum.

Los niveles de estrégenos posteriores a la interaccion mostraron un incremento, tanto en
hembras que copularon como en aquellas receptivas, pero no en aquellas no receptivas. Esto,
junto con la presencia de foliculos luteinizados en los ovarios de las hembras NR, sefidarian que
se encontrarian en un estado probablemente no reversible a corto plazo. Willingstorfer et al.
(1998) propusieron que la falta de ovulacion en la hembras no reproductivas de C. damarensis
podia ser interpretada tanto como evidencia de la supresion de la reproduccion en un ovulador
esponténeo o como la falta de estimulo copulatorio en especies de ovulacion inducida. En el caso
de hembras que copularon y ovularon (presentaron CL) se observé ademés un incremento de
estrogeno, probablemente producto del desarrollo folicular. Este fendmeno ha sido observado
previamente en musarafas (Suncus murinus) especie con ovulacion inducida, donde la copula
gue induce la ovulacion también estimula los ovarios a desarrollo folicular e incremento de la
secrecion de estrogeno (Fortune et al. 1992). Lafuncién del incremento del estrogeno luego de la
ovulacion es desconocida, aungue podria estar relacionada con la preparacion del tracto genital
para la prefiez (Fortune et al. 1992). Sin embargo, en otras especies de ovuladores inducidos los
niveles de estrégeno disminuyen luego de la ovulacion (Hilliard et al. 1971, Schille et al. 1983,
Villars et al. 1990). Finalmente €l incremento del estrogeno en las hembras receptivas estaria
dado por un incremento de su produccién por los foliculos en desarrollo. Un incremento en €l
tamafio y desarrollo folicular fue observado en otras especies de roedores subterréneos de
ovulacion inducida donde se coloc6 a machos y hembras a través de una mala metdica
(Malherbe et al. 2004, Jackson y Bennett 2005). La existencia de folicul os terciarios luteinizados
en los ovarios de C. talarum, responderia a su condicion de hystricomorfo, ya que esta parece ser
una caracteristica del grupo (Weir y Rowlands 1974). Los mismos han sido reportados en
representantes de otros géneros pertenecientes a mismo grupo, como Georychus, Bathyergus'y

Cryptomys aunque su funcién no es clara; si bien se postula que contribuirian en la produccién
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de progesterona necesaria para soportar |as gestaciones extensas que |os caracterizan, en muchos
casos se los ha encontrado con predominancia en individuos no reproductivos (Willingstorfer et
al. 1998, Spinks et al. 1999).

En restimen, las hembras de C. talarum no presentan un estado continuo de receptividad
comportamental y fisiolégica durante la estacion reproductiva como fue propuesto para
ovuladores inducidos (Zarrow y Clark 1968). La manifestacién de diferentes grados de
receptividad podria ser € resultado del estado fisiol6gico de la hembra asi como del gercicio de
seleccion de parga. La atraccion de los machos se hald fuertemente relacionada a la
receptividad de la hembra, sugiriendo que las sefiales conductuales y no conductuales (olor) son
suficientes para que € macho detecte e estado de la hembra. El efecto del macho varia de
acuerdo al tipo de contacto (con o sin copula) asi como €l estado reproductivo de la hembra. Para

las hembras de tuco tuco, la ovulacién requiere del estimulo copulatorio.
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INTRODUCCION

El cortgjo y la cdpula pueden ser vistos como una tarea cooperativa entre ambos sexos
bajo el objetivo principal de propagar sus genes. Sin embargo, existen conflictos de intereses
ya que cada sexo maximiza su fitness individual, dadas las diferencias en la inversion
reproductiva que realiza (Trivers 1972, Krebs y Davis 1993). Tanto el comportamiento de
cortgjo, como e copulatorio, se espera que presenten escasa variabilidad a nivel
intraespecifico a la vez que una ata variabilidad interespecifica, ya que & reconocimiento
asociado a la pertenencia a la misma especie resulta fundamental al momento de obtener una
reproduccion exitosa. Més ala de laidentificacion especifica, el comportamiento asociado al
apareamiento presenta otros componentes asociados a la competencia intraespecifica entre
machos, asi como al gercicio de la evauacion que las hembras realizan sobre sus potenciales
pargjas (Krebs y Davis 1993).

Si bien la funcién Ultima de la copula es la transferencia de esperma del macho a la
hembra, el despliegue, duracion y frecuencia de comportamientos asociados a este proceso
son determinantes para ambos sexos para lograr una prefiez exitosa (Dewsbury 1972). Asi,
para € macho, la repeticién de penetraciones proporciona € estimulo necesario para la
eyaculacion, afectando ademas el nimero de penetraciones, la cantidad de esperma eyaculado
(Adler y Bermant 1966, Toner y Adler 1986, Stockley 1997). Las penetraciones facilitan
ademas € trasporte de esperma en € Utero y cumplen un rol fundamental a remover tapones
copulatorios, en especial en especies promiscuas (Dewsbury 1981, Stockley y Preston 2004).
En las hembras, la cdpula en si misma, con o sin transferencia de semen, estimula la actividad
neuroendocrina. En especies de roedores que presentan ovulacién espontanea, la copula
modula la secrecion de diversas hormonas sexuales, tales como la luteinizante, foliculo
estimulante, luteotrofica y progesterona hasta el nivel de lograr pseudoprefiez e inducir la
secrecion de leche (Dilley y Adler 1968, Dewsbury 1972, Lombardi 1988). Entre los roedores
que presentan ovulacién inducida, algunas especies solo requieren la presencia (visua, tactil,
guimica y/o auditiva) del macho para que ocurra la ovulacién, mientras que los ovuladores
inducidos estrictos requieren de la cOpula para lograr la estimulacidén necesaria (Sawrey y
Dewsbury 1985, CohenParsons y Carter 1988, Ramirez y Soufi 1994). S bien la
probabilidad de que ocurra la ovulacion depende de la cantidad total de estimulacion
copulatoria que reciba la hembra, en otros casos pequefias cantidades resultan efectivas. Mas

aln, las series copulatorias que siguen ala ovulacién son de importancia para la formacion del
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cuerpo luteo y el mantenimiento la prefiez Sawrey y Dewsbury 1985). Por lo tanto, los
diferentes pardmetros del patrén copulatorio del macho son de gran significancia funcional en
el éxito reproductivo de ambos sexos en los mamiferos, particularmente en aquellos que
presentan ovulacion inducida.

Basado en la relativa constancia de los patrones copulatorios en mamiferos a nivel
especifico, Dewsbury (1972) propuso un sistema de clasificacion, que resulta una herramienta
fundamental en los estudios comparativos y que permite ademas correlacionar el
comportamiento reproductivo de los machos con condiciones ecoldgicas, caracteristicas
fisolégicas y morfoldgicas. La clasificacion se basa en la presencia o ausencia de cuatro
caracteristicas principales del patrén copulatorio: a) enganche, b) movimientos pélvicos luego
de la penetracion, c) penetraciones multiples hasta alcanzar |a penetracion eyaculatoria, y d)
eyaculaciones multiples. De acuerdo a las diferentes combinaciones de estas cuatro
condiciones, resultan 16 posibles patrones copulatorios.

L os comportamientos copul atorios de numerosas especies de roedores subterraneos no
relacionados taxondmicamente son muy similares. Muchas de las especies estudiadas
muestran e patrén 9 (segun Dewsbury 1972), caracterizado por carencia de enganche,
movimientos pélvicos durante la penetracion, penetraciones multiples y eyaculaciones
multiples (Bennett et al. 2000). Dentro de este grupo, diferencias encontradas en algunos
componentes del patron copulatorio han sido atribuidas a factores como el grado de socialidad
y la posibilidad de realizar las cdpulas bajo resguardo en camaras de apareamiento (Hickman
1982). Sin embargo, menor atencién se ha focalizado en la relacion entre los componentes del
patron copulatorio y lafisiologiay comportamiento de las hembras.

El comportamiento de apareamiento ha sido descripto en varias especies de roedores
pertenecientes al suborden de los histricomorfos (Kleiman 1974). Este grupo incluye especies
gue presentan una amplia diversidad en modos de vida (subterraneos, de superficie, acuaticos
y arboricolas), organizacion social (solitarios, sociales) y ciclos de ovulacion (espontanea,
inducida). El género Ctenomys, perteneciente a este suborden, es sin lugar a dudas, € de
mayor diversificacion especifica entre los roedores subterraneos (que incluye
aproximadamente 60 especies, Woods 1993). Aun asi, solo dos especies fueron descriptas en
relacion a su patron copulatorio, C. pearsoni (Altuna et al. 1991) y C. mendocinus (Camin
1999). Ambas son, a igual que Ctenomys talarum, organismos subterraneos y solitarios, y s

bien se ha reportado solamente para esta Ultima que presenta ovulacién inducida (Weir 1974),
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también se ha inferido este carécter para las otras dos especies (Altuna et al. 1991, Camin
1999). El presente capitulo tiene como objetivo: (1) describir cuantitativamente el patron
copulatorio de Ctenomys talarum (2) definir el mismo de acuerdo al criterio establecido por
Dewsbury (1972) y (3) evauar s los diferentes componentes del patron copulatorio resultan

consistentes con o esperado para roedores con ovulacion inducida.

M ETODOLOGIA

El andlisis del patron copulatorio que se provee en este capitulo corresponde a las
experiencias de apareamiento resultantes en copula (7/20 parejas; 7 hembras y 7 machos) que
se tratan en € capitulo 1V. En todos los casos, € registro en video se extendié hasta a canzar
el criterio de saciedad estdndar (30 minutos sin penetracion, Dewsbury 1975). La extension de
los encuentros fue en promedio de 45.5+ 12.34 minutos (rango 30-61). Al finalizar cada
ensayo, se realizO un extendido vagina de cada hembra a fin de detectar la transferencia
exitosa de esperma durante la/s copulas. Estos extendidos fueron teflidos con Giemsa y
posteriormente se verifico la presencia de espermatozoides (Fig. 5.1) bajo estereomicroscopio
(100x). La ocurrencia de ovulacion en las hembras fue confirmada mediante la presencia de
cuerpos luteos. Asi, luego de cuatro dias de la experiencia de apareamiento, cuatro hembras
fueron sacrificadas por inhalacion de cloroformo, sus ovarios fueron removidos
inmediatamente y almacenados en formalina. Posteriormente, |os dos ovarios de cada hembra
fueron montados conjuntamente y sometidos a una técnica histologica estandar (Drury y
Wallington 1967), seccionados en forma semiseriada (6 pum de espesor), tefiidos con

hematoxilina-eosinay observados bajo esteromicroscopio (100X).
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La latencia, duracién y frecuencia de las categorias comportamentales utilizadas en la
caracterizacion cuantitativa del comportamiento copulatorio se muestran en la Tabla 5.1, las
cuales fueron definidas siguiendo a Dewsbury (1972, 1975) y a observaciones previas en C.
talarum. Para cada variable comportamental se calcul6 e promedio y el desvio estandar. Se
analizaron ademés las frecuencias relativas de cada comportamiento de proceptividad
manifestados por las hembras (ver Tabla 4.1) antes y después del primer periodo copulatorio
(PC) los cuaes fueron contrastados mediante una prueba de diferencia de medias para

muestras apareadas (Zar 1996).

Tabla 5.1- Categorias comportamentales utilizadas en la caracterizacion cuantitativa del
patron copulatorio de Ctenomys talarum.

Variable Definicion

L atencia ala monta Tiempo hasta la primera monta del encuentro.

Latenciaala penetracion  Tiempo hasta la primera penetracion del encuentro.

Periodo copulatorio (PC)  Periodo que comienza con la penetracion y finaliza con € retiro
del pene que precede ala desmonta.

Movimiento pélvicos Movimientos pélvicos que e macho realiza dentro de la vagina;
rpidos (MPR) registrandose su numero, duracién y frecuencia.

M ovimientos pélvicos Movimientos pélvicos que suceden a MPR, en los cuales €
profundos (M PP) macho incrementa la profundidad y disminuye la frecuencia de

los mismos. Generalmente son homologadas a penetraciones
eyaculatorias. Registrandose su nimero, duracion y frecuencia

CiclosMPR/M PP Numero de veces que ocurren las series de MPR/ MPP durante
el periodo copulatorio.

Periodos I nter-copulatorios Periodos entre |os periodos copulatorios.

(PIC)

RESULTADOS

El cortgjo comenz6 con el despliegue de comportamientos agonisticos (como aprontes
y muestra de dientes), continuando con comportamientos de reconocimiento mutuo mediante
el olfateo de la zona genital o posterior. Ademés, ambos sexos olfatearon activamente las
sefiales quimicas (principalmente orina) dejadas por € otro miembro de la pargja en € piso
del sistema experimental. Estos comportamientos fueron seguidos por mordisqueos mutuos en
la zona del cuello, topetazos, y exposicion del cuello. Tanto los machos como las hembras
practicaron vocalizaciones de cortejo, particulares para cada sexo. Las intenciones de monta
por parte del macho fueron muy frecuentes a lo largo del encuentro, detectandose un

promedio de 44.7 (rango 17-85) intentos de monta, los cuaes eran evadidos por la hembra.
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Sin embargo, cuando € macho perdia interés momentaneamente, la hembra estimulaba la
prosecucién del cortejo profiréndole empujones, mordisgueos o persiguiéndolo.

Durante una monta exitosa (0 sea, que precede a la copuld), e macho mont6 a la
hembra desde su parte posterior, y rodeandola con sus patas delanteras, la mordié firmemente
en la zona del cuello. Una vez acanzada esta posicion, los machos se afirmaron sobre las
ancas de la hembra con sLs patas traseras, sosteniéndola mas firmemente aln en esta posicion.
Este proceso se extendio por un periodo de 1 a 11 segundos mientras la hembra manifestaba a
su vez, comportamientos de evasion (Tabla 5.2). A partir de este momento comenzé €
periodo copulatorio, registrado desde la primera penetracion hasta el retiro final del pene que
precede por unos segundos a la desmonta. Aunque esta posicion es la mas frecuente, se ha
observado aisladamente la posicion copulatoria ventral- ventral (2 observaciones de parejas no
incluidas aqui).

El comportamiento de las pargjas fue altamente variable en cuanto a tiempo en que
transcurre hasta e inicio de la monta (latencia de monta) como hasta que se concreta la copula
(latencia de penetracion). Asimismo, e nimero de periodos copulatorios observado fue
variable (rango 1- 8), aunque predominaron los de dos o tres. Una vez acanzada la
penetracion, € macho comenzé a realizar movimientos pélvicos répidos (MPR) donde la
profundidad de la penetracion vaginal fue moderada y durante los cuaes € pene fue retirado
completamente de la vagina. Este tipo de movimientos pélvicos se observd en una frecuencia
de 4 a 12 MP por segundo (Tabla 5.2). Cada uno de los movimientos pélvicos era realizado a
Su vez en un patron de movimiento de tres tiempos. En € comienzo, la entrada del pene se
realizd en un tiempo mientras que era retirado en dos tiempos. A medida que la copula
avanzaba, € patron cambiaba, realizandose la penetracion en 2 tiempos y la retirada del pene
en uno. Luego, s verificaron los movimientos pélvicos profundos (MPP), caracterizados por
alcanzar una mayor profundidad dentro de la vagina 'y con una duracion de 1 a 2 segundos
(Tabla’5.2). En algunos casos, la eyaculacion durante los movimientos profundos fue clara, ya
gue se manifestaba como un breve periodo de inmovilidad, mientras que el macho se aferraba
con firmeza al cuello de la hembra, y dirigia su cola hacia arriba. La finalizacion de los ciclos
MPR/MPP asi como la duracion del PC estuvo condicionado por |os novimientos de evasion
de la hembra. Luego de la desmonta, el macho dedicaba varios segundos a acicalar su zona
genital, reiniciando €l cortejo y/o copula, aunque esto se manifestdé con mucha varianza entre

las pargjas observadas (Tabla 5.2). Notoriamente, la transferencia de esperma fue verificada a
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través de la presencia de espermatozoides en los extendidos vaginales en todos los casos, con
excepcion de la pargja que realizé e mayor nimero de PC pero de escasa duracién, sin
verificarse movimientos pélvicos profundos. Aun asi, la hembra logré la estimulacion
necesaria para lograr la ovulacion, ya que fueron encontrados cuerpos IUteos, a igual que en
otros dos casos donde se practicaron tres PC de mayor extension y movimientos pélvicos
profundos. El Unico caso donde no se verifico la presencia de cuerpos IUteos corresponde a
una pargja que presento un breve y anico PC y ausencia de movimientos pélvicos profundos,
aungue se detectd la presencia de espermatozoides.

El comportamiento de las hembras hacia los machos cambié notoriamente luego del
primer PC, manifestdndose mas activa e insistentemente solicitando la atencion del macho.
Las hembras persiguieron mas a los machos después del la primer copula que durante el
cortgjo previo (t= -2,548, g.l.= 6, p= 0,044). Sin embargo, € resto de los comportamientos
(ver descripcion Cép. 4) analizados no mostré diferencias significativas. empujar (W=
13.000, p= 0, 219), grupa (t= 1.126, g.l.= 6, p= 0,303), hembra monta a macho (t= -1.611,
g.l.= 6, p= 0,158) y levanta cola (W= -14.000, p= 0, 297).

Luego del ultimo periodo copulatorio los machos acicalaron activamente su zona genital,
manifestandose indiferentes a la hembra. Las hembras, por su parte, mostraron en algunos
casos, comportamiento de incitacion a proseguir € cortejo mientras que otras permanecieron

descansando o acical andose individual mente en cortacto mutuo o solo en cercania.



Tabla5.2. Duracion vy frecuencias de los parametros del patron copulatorio de C. talarum. PC: periodo copulatorio, MP: movimientos

pelvicos, PIC: periodo intercopulatorio. N/D: no determinado

Latencia (s) PC Ciclos Mov. Pélvicos Rapidos Mov. Pelvicos Profundos Cuerpos
Pareja Monta Penetraciéon n° Duracion(s) MPR/MPP Totales Duracion MP/s Totales Duracion MP/s PIC (s) Esperm  Luteos
(s) (s)
1 155 162 3 20 1 136 15 906 8 4 2 64 Presente S
% 2 211 23 917 20 17 117
] 9 422 37 2 168 345
7 0 30 4 7,5 - - -
2 165 167 2 63 1 214 21 10,19 24 14 171 1048 Presente N/D
20 0 71 15 473 -
3 528 538 3 9 1 60 7 857 4 3 133 o4 Presente S
3 0 18 3 6 - - - 26
46 1 100 14 714 4 4 1
4 1080 1083 8 2 0 6 1 6 - 218 Noseobs S
11 0 53 10 5,3 - 19
5 0 24 4 6 - 37
8 0 29 7 414 - 194
6 0 Nd - - - 53
6 0 31 5 6,2 - 316
7 0 33 5 7,6 -
5 1275 1276 1 10 0 38 6 633 - - - - Presente  No
6 365 376 2 64 1 A 7 485 50 57 087 77 Presente  N/D
4 1 51 7 728 17 15 1,13
7 1673 1681 2 46 N/D N/D - - N/D - - 65 Presente  N/D
55 N/D N/D - - N/D - -
Promedio 748,71 755,14 3 26,4 - 65,66 9,05 6,68 911 17 1,36
DE 595,84 595,50 2,3 27,05 - 61,53 6,15 1,76 14,82 17,61 0,39
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DISCUSION

El comportamiento de cortgjo y copula de C. talarum observado durante este estudio
fue smilar a reportado previamente, € cua fue realizado en condiciones seminaturales,
utilizando sistemas de tubos de plastico que simulan en una forma simplificada las gaerias
gue los tucos habitan (Zenuto et al. 2002). Esto confirma que el sistema utilizado en el
presente estudio, conformado por dos cagas (asignadas como territorio individual para €
macho y la hembra), conectadas por un corto tubo a una caja central (espacio de uso comun,
sin asignacion territorial a ninguno de los miembros de la pareja) resulta eficiente en proveer
un ambiente favorable para el despliegue de comportamientos reproductivos. La obtencion de
resultados similares utilizando diferentes sistemas de cautiverio, refuerza la idea de que aln
manifestando variaciones individuales, e comportamiento de apareamiento de C. talarum es
altamente estereotipado. Ademas, las observaciones realizadas no serian consecuencia de la
metodologia utilizada, lo cua resulta muy ventgjoso dada la inherente dificultad de redlizar
este tipo de estudios en condiciones natural es.

El comportamiento de cortejo de C. talarum es bastante extenso, y compleo en cuanto
a repertorio de comportamientos involucrados, algunos de ellos podrian asociarse a la
evaluacion de la pargjay otros a logro de la sincronizacion de sus estados de motivacion para
alcanzar la copula. La agresion juega un rol fundamental desde e inicio, mientras que €
reconocimiento quimico se logra por sefiales dejadas por ambos miembros de la pargja en €l
ambiente y luego por e contacto directo. La capacidad para discriminar € estado
reproductivo de un coespecifico del sexo opuesto utilizando pistas quimicas contenidas en la
orina, heces y exudados genitales ha sido probada en esta especie (Zenuto et al. 2004). La
vocalizacion, particular para cada sexo Schleich y Busch 2002), cumpliria la funcion de
comunicar las intenciones reproductivas de los individuos y de disminuir la agresiéon. La
comunicacion vocal ha sido reportada como componente del comportamiento de
apareamiento en varias especies de roedores subterrdneos solitarios agresivos (S. ehrenbergi,
Nevo 1969; C. pearsoni, Francescoli 1995, C. mendocinus; Camin 1999). El
autoacicalamiento que practicaron ambos sexos en cercania durante los periodos
postcopul atorios, pueden atribuirse a dos factores, el primero de ellos comunicativo, ya que la
estimulacion manual de la zona abdominal y perigenital contribuye ala emision de sus olores
y aumentar asi su atractivo (Ferkin et al. 1996). Por otro lado, también se postula una funcién

sanitaria, ya que € acicalamiento de la zona genital permite disminuir la transmision de
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enfermedades de transmision sexual, especialmente si es acompariada por lavado con saliva,
dadas las propiedades defensivas de las proteinas que porta este fluido (Hart et al. 1987). El
patrén copulatorio C. talarum esta compuesto por varios periodos copulatorios (PC), durante
cada uno de los cuales e macho realiza MP réapidos de alta frecuencia, probablemente
aportando la estimulacién necesaria para lograr la eyaculacion en el macho yla ovulacion en
la hembra. Luego, la frecuencia de las penetraciones asi como la profundidad de las mismas
aumentan e inicia seguidamente MP més profundos que facilmente pueden ser homologadas
a penetraciones eyaculatorias. De acuerdo a lo observado en este estudio, la cantidad de
estimulacion vagina seria de gran importancia para C talarum. Solo hembras cuya
estimulacién provino de a menos tres periodos copulatorios, presentaron cuerpos |Uteos.
Resulta interesante destacar que una hembra presentd cuerpos lUteos a partir de un
apareamiento sin penetraciones profundas pero si con multiples PC.

El patron copulatorio de C. talarum se caracterizO por la carencia de enganche
(“lock™), presencia de movimientos pélvicos luego de alcanzada la penetracion y la presencia
eyaculaciones multiples, dada la factible homologacion de los MPP a las penetraciones
eyaculatorias. Los primeros dos caracteres se correlacionan con la morfologia peneana de esta
especie, de diametro pequefio (Dewsbury 1975). Los machos no parecen requerir de
penetraciones multiples para acanzar la eyaculacion, aunque esta podria no ser una
caracteristica generalizada para la especie (solo una observacion en este estudio). Asi, de
acuerdo a los atributos mencionados, C. talarum podria gustar a ptrén 9 6 11 segin la
clasificacion de Dewsbury (1972), que se diferencia solo por mdaltiples penetraciones
multiples 0 una penetracion previas a la eyaculacion, respectivamente. El patron 9
caracterizado por carencia de enganche, movimientos pélvicos, multiples penetraciones y
multiples eyaculaciones, es uno de los patrones predominantes dentro de los roedores en
general (Dewbury 1972). Este patrén fue reportado para diversas especies de roedores
subterraneos solitarios no emparentados (S. ehrenbergi, Nevo 1969; Cryptomys hottentotus,
Hickman 1982; Thomomys talpoides, Andersen 1978; Georychus capensis, Bennet y Jarvis
1988). Asimismo € patrén 9 6 e 10 son los mas frecuentes encontrados para roedores
histricomorfos no subterraneos como Chinchilla, Cavia 'y Microcavia (Kleiman 1974). Dentro
de la familia Octodontidae, Octodon degus (Kleiman 1974) y C. pearsoni mostraron el patron
9 mientras que Octodontomys fue categorizado dentro del patrén 11 (Kleiman 1974). Por otra

parte, Camin (1999) describe a C. mendocinus como perteneciente a patrén 12. Altuna et al.



Patron copulatorio e induccion de la ovulacién 108

(1991) describio € patrén de C. pearsoni incluyéndolo dentro del patron 9. Asi, los roedores
subterraneos solitarios presentan patrones incluidos en el rango 9 a 12, donde la ausencia de
enganche y la presencia de movimientos pélvicos son claras pero plantea dudas sobre la
necesidad de varias penetraciones para acanzar la eyaculacion y la existencia de
eyaculaciones multiples, caracteres que presentan mayor dificultad en su identificacion.

Al enfatizar en el patrén de penetraciones se tiende a minimizar el rol de las hembras
sobre €l patron copulatorio de una especie. Las hembras juegan un rol activo regulando tanto
el despliegue de comportamientos copulatorios asi como la duracién de los mismos, tanto
mediante comportamientos de evitacion como de acercamiento (Dewsbury 1972). Existe una
estrecha relacion evolutiva entre el comportamiento copulatorio del macho y los estimulos
requeridos por la hembra en relacion ala cantidad y/o a patrén temporal en que estos ocurran
(Gray et al. 1977). La cantidad de estimulacion requerida por una hembra para ovular es
variable entre las especies de mamiferos (Ramirez y Soufi 1994). Mas alin, |os apareamientos
prolongados no solo incrementan la probabilidad de ovulacion sno también e nimero de
embriones producidos (Roberts et al. 1999). Las hembras del roedor subterraneo solitario S.
ehrenbergi, no ovularon luego de un solo PC pero s o hicieron luego de dos o mas PC
(Shanas et al. 1995). Ademés del nimero de periodos copulatorios, la duracion total o de cada
uno de los PC constituiria otra variable de importancia en relacién a la estimulacion otorgada.
La duracién de la copula (PC 2 a 96 s.) es variable para C. talarum aunque similar a valores
reportados para otros roedores subterraneos como S. ehrenbergi (‘2 s. a varios minutos’, Nevo
1969) y C. pearsoni (26 a 65 s, Altuna et al. 1991). Sin embargo, otros histricognatos
muestran periodos copulatorios mucho mas cortos (menos de 10 s., Kleiman 1974), pero
presentan ovulacion espontanea. La necesidad de estimulacién copulatoria dada por la
duracion del estimulo, asi como por el patron de penetraciones seria de importancia para las
especies que presentan ovulacion inducida. En cambio en otros histricomorfos subterraneos
sociales, con ovulacion espontanea, se han reportado tiempos de penetracion breves
(Cryptomys hottentotus, Hickman 1982; Heterocephalus glaber, Jarvis 1991). De acuerdo alo
observado en este estudio, la cantidad de estimulacion vagina seria de gran importarcia para
C talarum. Solo las hembras cuya estimulacion provino de a menos tres periodos
copulatorios presentaron cuerpos liteos. De esta forma el patrén copulatorio de C. talarum
caracterizado por un promedio de 3 PC seria consistente con la cantidad de estimulo requerido

para alcanzar la ovulacién en una hembra con la cual no tuvo contacto previo.
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La probabilidad de existencia de competencia de esperma resulta una influencia
potencial modelando e comportamiento copulatorio en roedores. Resultados de estudios
comparativos indican que la competencia de esperma constituye una presion de seleccion que
favorece cortas latencias a la copula, eyaculaciones multiples y de breve duracion (Stockley y
Preston 2004). Este factor no parece ser una influenciaimportante en el patron copulatorio de
C. talarum dada la extension de la latencia a la copula y e patron de penetraciones
encontrados. El bajo tamafio testicular (Zenuto et al. 1999) y e bajo conteo espermatico
(Zenuto et al. 2003) apoyan la idea de ausencia de competencia de esperma en esta especie.

L os roedores subterraneos solitarios presentan ovulacion inducida, como la mayoria de
los mamiferos solitarios (Zarrow y Clark 1968), representando esta estrategia un ahorro de
energia en la inversién de gametas hasta que una pareja se encuentre disponible. Los machos
de este grupo presentan penes provistos de espinas, ganchos y proyecciones digitiformes que
contribuyen al logro de una respuesta fisioldgica de la hembra, mientras que en algunas
especies, las hembras requieren sefides mas sutiles, como las feromonas de la orina
(Lombardi 1988). La estimulacidn cervico-vagina ha sido planteada tempranamente como
factor crucia en e logro de lainduccion de la ovulaciéon en Ctenomys (Weir 1974). C talarum
presenta espiculas en la superficie del pene que incrementarian la estimulacion en las paredes
de la vagina durante la copula. Ademés, el saco intromitente presenta dos espinas calcareas
gue son evaginadas durante la excitacion y la copula, gjerciendo una importante estimulacion
en € &ea mas profunda de la vagina (Spotorno 1979, Babontin et al. 1996). Estructuras
similares fueron reportadas para C: pearsoni, excepto que las espinas son reemplazadas por
bulbos espinos que cumplirian una funcion semejante (Altunay Lessa 1985).

La gran diversidad de comportamientos copulatorios en roedores seria consecuencia
de importantes presiones de seleccion en funcion de una reproduccion exitosa. Asimismo el
comportamiento copulatorio se halla relacionado aun gran espectro de variables, tales como
aspectos anatdmicos, organizacion social, tipo de ovulacién, condiciones ecoldgicas y sistema
de apareamiento (probabilidad de ocurrencia de competencia de esperma) (Dewsbury 1972,
Dewsbury 1975). Frente a un sistema tan complejo, la obtencion de patrones més claros en €
futuro parece altamente condicionada al requisito de obtener mayor cantidad de datos que
cubran todos los aspectos mencionados. Ademés, |a mayor parte de los estudios disponibles
gue describen comportamientos copulatorios no consideran €l efectos de los mismos en

relacion a la fisiologia de la hembra (cambios en hormonas especificas, ovulacion, formacién
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de cuerpos lUteos, prefiez). En € caso de C. talarum, este estudio muestra que el carécter de
solitarios, agresivos y con ovulacion inducida se correlaciond con aspectos especificos del
comportamiento copulatorio. Las latencias a la monta y la complgjidad de comportamientos
de cortejo, utilizando canales de comunicacion quimicos, tactiles y auditivos, contribuirian a
acercamiento de los individuos, la sincronizacion de sus motivaciones reproductivas y a la
evaluacion de la pargja. La estimulacion dada por varios periodos copulatorios, con gercicio
de numerosos movimientos pélvicos, ademés del nimero y duracion de las penetraciones,
concuerdan con lo esperado para individuos que presentan ovulacion inducida. En esta
estimulacion contribuiria la anatomia del pene, dadas las espiculas que presentan. Si bien se
plantea que e comportamiento copulatorio presenta escasa variabilidad intraespecifica,
resulta interesante analizar en e futuro si este cambia en algunos de sus componentes en
funcién del grado de estimulacion previo (quimico, contacto fisico directo) al que se haya

sometido ala hembra y/o a macho.
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DiscUSION GENERAL

La mayor parte de los mamiferos que habitan areas sujetas a variaciones estacionales del
ambiente frecuentemente restringen las actividades energéticamente costosas, como lo es la
reproduccion, a una época especifica del afio, asegurando que su progenie nazca en condiciones
ambientales favorables. La sincronizacionde lareproduccion en relacion al ambientefisico, pero
asu vez a ambiente social es una caracteristica fundamental parael éxito reproductivo individual
(Ims 1990, Bronson 1989). Las modificaciones adaptativas en relacion a la biologia basica de los
roedores son cruciales para la vida subterranea debido a los particulares retos bidticosy abidticos
encontrados en este habitat particular. Sin embargo, los factores ambientales y sociales que
regulan lareproduccién de este grupo, y especiamente de las especies solitarias, han sido
escasamente  estudiados, seguramente por las dificultades logisticas inherentes a medio
subterraneo y, en muchos casos, la dificultosa reproduccion en cautiverio .

Ctenomys talarum se comporta como oportunista en lo que respecta a su actividad
reproductiva; mientras que los machos no sufren regresion testicular y muestran produccion de
esperma durante todo e afio (Malizia y Busch 1991), las hembras, gustan su estacion
reproductiva de acuerdo a las variaciones en las condiciones ambientales (Cap I). Asi las
hembras, que constituyen e sexo con mayor inversion energética en la reproduccion, serian mas
sensibles a las condiciones ambientales a las cual es responderian modulando tanto el inicio como
la extension de la estacion reproductiva. Las hembras de C. talarum emplean €l fotoperiodo, para
sincronizar €l inicio del periodo reproductivo (Cap. Il) y gustar su actividad reproductiva de
acuerdo a condiciores ambientales de manera que los atos requerimientos energéticos de la
lactancia 'y € posparto puedan ser asegurados. Por otro lado, los nacimientos ocurren cuando la
temperatura ambiente es mas favorable para crias atriciales, como una estrategia que permite
asegurar el crecimiento y por ende la supervivencia (Cap. I).

Aunque no fueron hallados efectos de la exposicion d olor de un macho (Cap. Il), sus
efectos indirectos sobre la reproduccion a través de la familiarizacion son discutidos en el Cap.

[1l. Las hembras de tuco-tucos, utilizan la informacion quimica contenida en productos
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metabdlicos de los machos y en consecuencia modulan algunos aspectos de su comportamiento
reproductivo. Las respuestas encontradas, sin embargo, no concuerdan claramente con las
predicciones formuladas iniciddmente. El efecto de la familiarizacion fue especialmente
evidenciado por la falta de refuerzos en las copulas. Contrariamente a lo esperado, las hembras
que interactuaron con extrafios mostraron mayor actividad reproductiva aunque también mayor
incidencia de actos agresivos. En este caso, y a diferencia de las hembras familiarizadas, todas las
copulas obtenidas entre extrafios fueron reforzadas en dias siguientes. Asi, la familiarizacion por
sefides quimicas contribuiria en la disminucion de los costos de apareamiento aunque no
conllevaria a un incremento en la actividad reproductiva. El comportamiento de apareamiento
debe ser analizado como & producto de estrategias reproductivas individuales, las cuales reflgjan
cambios oportunistas en las condiciones sociales 0 ecolégicas en el espacio y € tiempo (Gross
1996). Este trabajo constituye e primer estudio que considera la funcionalidad del
reconocimiento individual a través de pistas quimicas en el comportamiento de apareamiento de
roedores subterrdneos. Los resultados obtenidos permiten proponer que los individuos modulan
sus comportamientos de apareamiento en relacion a la posibilidad de obtener informacion
quimica de sus potenciales pargjas. Sin embargo, €l efecto de lafamiliaridad no parece ser smple
y requiere de més estudios que permitan comprender la complejidad de los factores involucrados
en el comportamiento reproductivo de esta especie.

Las hembras de C. talarum no presentan un estado continuo de receptividad comportamental y
fisolégica durante la estacion reproductiva como fue propuesto para ovuladores inducidos
(Zarrow y Clark 1968). Este patrénde receptividad variable alo largo de la estacion reproductiva
podria ser € resultado del estado fisioldgico de la hembra asi como de un importante papel en la
seleccion de pargja. La atraccion de los machos se halla fuertemente relacionada a la receptividad
de la hembra, sugiriendo que las sefides conductuales y no conductuales (olor) son suficientes
para que d macho detecte el estado de la hembra.

La ovulaciéon en hembras de C. talarum fue solo inducida por € estimulo copulatorio, de
manera coincidente a lo previamente hallado por Weir (1974) y para muchos roedores
subterréneos solitarios y sociales (Bennett et al. 2000). En especies con ovulacion inducida, la
estimulacion vaginal copulatoria es de fundamental importancia en la induccién de cambios

neuroendocrinos y comportamentales necesarios para alcanzar la ovulacion, y por ende una
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reproduccion exitosa (Sawyer 1966). No obstante, entre los ovuladores inducidos diferencias en
la sensibilidad de su sistema de control neuroendocrino producen variaciones en cuanto a

estimulo requerido en cada especie (Ramirez y Soufi 1994). Existe una estrecha relacion
evolutiva entre e comportamiento copulatorio del macho y los estimulos requeridos por la
hembra en relacién a la cantidad y/o a patron tempora en que estos ocurran (Gray et a. 1977).
De acuerdo a lo observado aqui, @ menos e numero de periodos copulatorios seria de gran
importancia para la induccion de la repuesta ovulatoria en hembras de C. talarum (Cep V).
Ademas, la duracion total o de cada uno de los periodos copulatorios constituiria otra variable de
importancia en relacion a la estimulacion otorgada. La duracion de la cdpula es variable para C.
talarum aunque similar a valores reportados para otros roedores pero no paraotros histricomorfos
que presentan ovulacion espontédnea y muestran periodos copulatorios mucho mas cortos. Las
caracteristicas del estimulo copulatorio capaz de inducir la ovulacién requieren una mayor
investigacion para estay la mayor parte de las especies de roedores subterraneos.

En hembras que presentaron comportamientos receptivos, € contacto fisico con machos
provoco un incremento de la produccién de estrogenos relacionados a desarrollo folicular, pero
no en aquellas no receptivas. Asi, €l contacto socia congtituiria un factor de gran importancia en
esta especie solitaria. Sin embargo, estos cambios son moderados y no se vieron reflejados en €
epitelio vagina. Esto, sumado a los resultados negativos previos sobre e efecto de los olores del
macho sobre la citologia vagina (Cap I1), replanteas el efecto del contacto quimico produciria
cambios no detectados en la fisologia de la hembra, por lo que este tema requiere mayor
investigacion en e futuro.

Una de las caracteristicas transversales en los capitulos de la presente tesis es la variabilidad
inter-individual. Debido a la importancia de la variabilidad individua en la evolucion por
seleccion natural, la variacion en las respuestas fisioldgicas deberia ser considerada como factor
central dentro de la biologia de los organismos. Si las respuestas de un individuo a una
determinada variable ambiental varianen funcionde la edad, e género, condiciones sanitarias,
experienciaprevia y la exposicién a otros factores ambientales, los efectos de un solo factor sobre
una poblacién variaran de acuerdo a su estado inicial. Por ende, la comprension de laimportancia

de la variacion individual dentro de las poblaciones es esencial para una buena interpretacion de
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los procesos fisiolgicos en general y, particularmente de las respuestas reproductivas en relacion
al ambiente (Hortony Rowsemitt 1992).

Finalmente, € reduccionismo es el nucleo e gran parte de la investigacion fisioldgica. La
regulacién de la reproduccion en los mamiferos es un proceso inmensamente compleo, donde €
riesgo inherente a su estudio es que las generalizaciones puntuales podrian reflejar solo piezasde
nuestro conocimiento o bien una vision unidimensional del proceso. La identificacion e
integracion de las sefides ambientales y sociales ademas de las consideradas en este estudio, que
son de gran relevancia para asegurar una reproduccion exitosa, asi como también laidentificacion
de las condiciones fisioldgicas que llevan a las diferencias en la respuesta individual, requieren

mayor investigacion.
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