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Resumen

RESUMEN

La regulacion hidrosalina es esencial para mantener en funcionamiento los distintos sistemas
bioldgicos, y resulta en un desafio de distinta indole dependiendo de la interaccién entre las
caracteristicas del habitat, la fisiologia y ecologia del organismo en estudio. Al igual que otros
roedores subterrdneos, Ctenomys talarum (tuco-tuco) habita cuevas con alta humedad
atmosférica, presenta baja tasa metabdlica y alta conductancia térmica. Esta especie no consume
agua libre y se distribuye en la zona de médanos fijos de la costa bonaerense, donde el clima es
templado y a su vez presenta fluctuaciones estacionales en la calidad, variedad y abundancia de
alimento vegetal. Ademas, existe una amplia diferencia en las caracteristicas atmosféricas entre
las cuevas subterraneas de los tuco-tucos, y la superficie exterior, que es explorada por los
individuos durante el forrajeo, y los periodos de dispersion y reproduccién. En este trabajo se
analizaron las estrategias de regulacidn hidrosalina en C. talarum, y particularmente se evalud el
ajuste de las vias de pérdida de agua a través de la evaporacion pulmocutanea, orina y heces,
frente a la estacionalidad en condiciones naturales (Capitulo 1), y en cautiverio, ante la exposicion
a distintas temperaturas ambiente (Capitulo 2, sdlo evaporacion), diferentes humedades
atmosféricas de aclimataciéon (Capitulo 3), y dietas de distinto contenido de agua y sales (Capitulo
4). Por ultimo, y como acercamiento a la regulacion de la evaporacién por respiracion, se realizé
un estudio intra e interespecifico de la morfometria de los turbinales nasales de C. talarum
(Capitulo 5).

Se observaron variaciones a nivel evaporativo y urinario a lo largo del afio, y en funcién de
modificaciones en la temperatura y humedad ambiente. A su vez, la composicion del plasma se
mantuvo constante, lo que indicaria que estos individuos son capaces de hacer los ajustes
necesarios para mantener su equilibrio sin alcanzar limites extremos. Si bien C. talarum
normalmente no produce orina tan concentrada como la de roedores de ambientes xéricos, tiene
la habilidad de concentrarla hasta 3 veces mas de lo que su ambiente le exige en las condiciones
mas extremas de baja disponibilidad de agua, caracteristica posiblemente relacionada con su
historia evolutiva. Ademas, la elevada tasa de pérdida de agua por evaporacidon, medida en aire
seco, seria contrarrestada por la alta humedad de las cuevas, donde pasan la mayor parte del
tiempo. En consecuencia, las condiciones silvestres en su distribucidn actual, no representarian un
desafio para esta especie, aun considerando las variaciones a lo largo del afio en las condiciones

bidticas y abidticas, ya que existen compensaciones tanto fisiolégicas como comportamentales.
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Introduccion general

INTRODUCCION GENERAL

Uno de los desafios mas grandes de la vida terrestre es la conservacién del agua. Esta es un
componente esencial del cuerpo, y su balance debe ser regulado para lograr el equilibrio alostatico
necesario para el funcionamiento de los distintos sistemas. En mamiferos, la obtencién de agua
ocurre por via exdgena, a partir de su ingesta directa o a través de los alimentos, y enddgena,
continuamente por la produccion de agua metabdlica durante el catabolismo, que mantiene al
conjunto de procesos fisiolégicos. Al mismo tiempo, se pierde agua a través de la respiracién,
excrecion y evaporacién cutanea (Diaz y Cortés, 2003). En el caso de roedores, como otros
organismos con elevada relacién superficie/volumen corporal, y gran actividad metabdlica
respecto de su masa, se caracterizan por una mayor tasa de recambio energético e hidrico. Sin
embargo, existe un abanico de estrategias morfoldgicas, fisiolégicas, y comportamentales que se
integran y permiten reducir la probabilidad de sufrir desequilibrios hidrosalinos. Asi, la
construccion de madrigueras, la especializacién de la dieta, los habitos de vida nocturno y/o
subterraneo serian estrategias ecoldgicas que contribuyen a la supervivencia en ambientes
desafiantes (Bozinovic y Gallardo, 2006; Bozinovic et al., 2007). Por otra parte, especializaciones
morfoldgicas y fisioldgicas a nivel de la recaptacién del vapor de agua en los turbinales nasales, de
la concentracién de orina por los rifiones (Cortés et al., 1990; Diaz et al., 2006; Castellar et al.,
2015), y la absorcién del agua intestinal (Gallardo et al., 2001; Bozinovic y Gallardo, 2006) son
recursos caracteristicos de diversas especies asociadas a ambientes hidricamente desfavorables.

Ctenomys talarum (tuco-tucos) es un roedor subterraneo solitario que habita en los pastizales
costeros de la provincia de Buenos Aires (Comparatore et al., 1991), y cuyas cuevas comprenden
un sistema de galerias cerradas caracterizadas por un tunel principal conectado con varias ramas
laterales, algunas de las cuales estan conectadas con el exterior mediante entradas o “bocas”,
generalmente ocluidas (Antinuchi y Busch, 1992; 93 Vassallo, 2006). Consecuentemente, su
atmdsfera presenta baja concentracion de oxigeno, alto nivel de diéxido de carbono, y saturacion
de vapor de agua (90-98% humedad relativa, para temperatura ambiente de 25-28 °C; Baldo,
comunicacién personal), tal como ocurre en las cuevas de otros roedores fosoriales (McNab,
1966). A pesar de que los tuco-tucos viven en ambientes mésicos, particularmente en cuevas
saturadas de vapor de agua, experimentan continuamente variaciones atmosféricas cuando salen
de las mismas a forrajear (del Valle et al., 2001) y en ciertos momentos del afio para dispersar y

reproducirse (Malizia et al.,, 1995; Zenuto et al., 2002; Schleich, 2010). Ademas, C. talarum
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Introduccion general

presenta la particularidad de incorporar agua solamente a través de la dieta (Zenuto et al., 2001;
Baldo et al., 2014), por lo que estaria afectado por la variacidn en la disponibilidad y diversidad de
la misma (Comparatore et al., 1995), y por la fluctuacion estacional en el contenido de agua de los
pastos costeros de los que estos individuos se alimentan (del Valle et al., 2001; Fanjul et al., 2006).
Por ello, se espera una regulacién precisa del balance entre adquisicion y pérdida de agua y sales.

Por otra parte, las caracteristicas morfo-fisiolégicas de esta especie son similares a las encontradas
en otros roedores subterrdneos, especialmente su baja tasa metabdlica basal, comparada con la
de roedores de superficie de similar tamano (ver Luna et al., 2009). Esto contribuiria con un bajo
requerimiento energético y una baja tasa de intercambio hidrico, lo cual disminuye la necesidad

de disipacidn de calor (Buffenstein, 2000).

OBIJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue identificar las diferentes estrategias de
regulacién hidrosalina en el roedor subterrdneo Ctenomys talarum. El trabajo consta de 5

capitulos, en cada uno de los cuales se plantean los siguientes objetivos particulares:

CapiTuLo 1

Determinar la variacion estacional en los componentes del balance hidrosalino de individuos de C.
talarum, evaluando la pérdida de agua por evaporacién, la tasa metabdlica basal y parametros
derivados, el contenido de agua en heces, la osmolaridad y concentracidn de urea e iones

plasmaticos y urinarios, a lo largo del afio.

CAPiTULO 2

Analizar el efecto de la temperatura ambiente sobre la pérdida de agua por evaporacion y el

metabolismo energético en C. talarum.

CAPiTULO 3

Evaluar la influencia de la humedad ambiente relativa sobre la condicidn fisiolégica de C. talarum,
analizando los niveles de pérdida de agua por evaporacion y parametros metabdlicos asociados,
valores de osmolaridad y concentracion de urea e iones en plasma y orina, frente a condiciones

contrastantes en la humedad atmosférica.
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Introduccion general

CapriTuLO 4

Analizar aspectos del balance hidrosalino en C. talarum en respuesta a variaciones en la dieta, a
nivel de la pérdida de agua por evaporacién, heces y orina, y valores de osmolaridad vy
concentracién de iones plasmaticos y urinarios, frente a la administracién del pasto Panicum

racemosum, con distinto contenido de sales y agua.

CaPITULO 5
Examinar la morfometria de los turbinales nasales en C. talarum a nivel intraespecifico, en adultos
de ambos sexos y en cria, e interespecifico a través de comparaciones con otros roedores

subterraneos y de superficie, de ambientes mésicos y xéricos.
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Capitulo 1

CariTuLO 1

VARIACION ESTACIONAL DEL BALANCE HIDROSALINO Y CORRELATOS
TERMOGENICOS EN EL ROEDOR SUBTERRANEO CTENOMYS TALARUM.

INTRODUCCION

La alostasis es el mecanismo que maximiza la eficiencia de los individuos a adaptarse a un
ambiente cambiante, y representa un desafio sustancial frente a condiciones extremas, pero
también ante cambios bidticos y abidticos abruptos (Sterling, 2004). El balance hidrosalino es uno
de los procesos que requiere regulacién, ya sea a nivel organismico y/o celular. Este implica un
desafio no solo en ambientes inhéspitos, sino que también frente a fluctuaciones estacionales. Los
cambios climdticos muchas veces se reflejan en la fisiologia de los individuos, ya sea en respuesta
a la abundancia y diversidad de la dieta, como por la seleccién de habitat y las caracteristicas de
historia de vida como la reproduccion, entre otros (Diaz y Cortés, 2003; Fanjul et al., 2006). A su
vez, la influencia es mayor sobre especies que son selectivas durante el forrajeo, que viven en
habitats particulares y/o que no beben agua libre. Este es el caso de Ctenomys talarum (tuco-
tuco), un roedor subterrdneo que presenta la particularidad de incorporar agua solamente a
través de la dieta (Zenuto et al., 2001; Baldo et al., 2014), y por lo tanto se espera una regulacion
precisa del balance entre adquisiciéon y pérdida de agua y sales. Dependiendo de la especie, son
distintos los mecanismos utilizados para reducir la pérdida de agua, ya sea por las vias
pulmocutdnea, urinaria, y digestiva, y asi mantener constantes el estado de hidratacion y los
valores plasmaticos de iones. Estudios comparativos que analizan poblaciones de una misma
especie en habitats contrastantes, evidencian distinto grado de flexibilidad fenotipica frente a
estresores (Bozinovic et al., 2011; Tracy y Walsberg, 2001a), como por ejemplo una baja ingesta y
alta eliminacién de agua, que conllevan a un balance hidrico negativo. De hecho, la capacidad de
adaptacion, hace a la distribucion de las especies (Buffenstein, 2000).

Asi, existe una amplia variacién en la habilidad de recuperar agua entre especies, y generalmente
esta relacionada con adaptaciones a un ambiente particular (Bozinovic et al., 2007; Bozinovic y
Gallardo, 2006; Cortés et al., 1990; Hillenius, 1992). A nivel pulmonar, la pérdida de agua puede
reducirse mediante un aumento en la recaptacién del vapor de agua exhalado, favorecida por
turbinales nasales intrincados, elevada irrigacidon sanguinea y concentracién de acuaporinas (ver

Bozinovic y Gallardo, 2006). En cuanto a la evaporacién cutdnea, la reduccidon en la razoén
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Variacion estacional del balance hidrosalino y correlatos termogénicos en el roedor subterrdneo Ctenomys
talarum.

superficie-volumen del individuo a través de cambios posturales (Tracy y Walsberg, 2001a), en la
secreciéon glandular y en la tasa de difusién a través de la piel por reduccién en la irrigacion y
aumento del grosor del estrato cérneo (Stein, 2000; Rodland y Hainsworth, 1974), contribuyen a
reducir la pérdida de agua por esta via. A nivel renal, adaptaciones en la morfologia del rifidn,
como lo es una alta razén entre el espesor de médula/corteza, como también un elevado grado de
irrigacion de las asas de Henle de las nefronas, y aumento en el nivel de expresion de acuaporinas
y transportadores idnicos, favorecen la concentracién de la orina, y en consecuencia, la
recaptacion de agua e iones o sustratos en déficit (Diaz y Ojeda, 1999; Diaz y Cortés, 2003; Diaz et
al., 2006; Bozinovic y Gallardo, 2006). Este es otro de los factores que contribuyen a mantener los
niveles plasmaticos estables. A su vez, la capacidad de absorcidn de agua de los alimentos también
es critica, y estd determinada por el gradiente osmético y la permeabilidad al agua a nivel
intestinal, que puede estar favorecida por un incremento en los niveles de acuaporinas (ver
Bozinovic y Gallardo, 2006; Gallardo et al; 2002). Por otra parte, una fuente de obtencion de agua
es a través del catabolismo de sustratos energéticos, cuya contribucion dependera de la
biomolécula utilizada. Asi, la produccién de agua metabdlica puede ser indispensable en muchas
especies que no beben agua libre, y que al menos en alguna época del afio, su dieta se basa en
items deshidratados pero que presentan alto contenido lipidico y proteico, como lo son las
semillas (Diaz y Cortés, 2003; MacMillen y Hinds, 1983). Asi, no solo estrategias morfo-fisiologicas
son las que intervienen en el balance hidrosalino, sino que la plasticidad comportamental muchas
veces es indispensable para lograr homeostasis, ya sea mediante seleccidén de la dieta, del habitat,
de la postura, entre otros (ver Bozinovic y Gallardo, 2006).

AUn no se conoce cdmo afectan los cambios estacionales al balance hidrosalino en tuco-tucos, ni
cuales son las respuestas a los mismos. Para adaptarse a dichas fluctuaciones, los individuos
deberian responder mediante ajustes, ya sean fisioldgicos o comportamentales. El objetivo de este
capitulo fue determinar la variacion estacional en los componentes del balance hidrosalino de
individuos adultos de C. talarum, evaluando parametros evaporativos, metabdlicos, urinarios y
plasmaticos. En particular, se determind estacionalmente la pérdida de agua por evaporacién (E),
la tasa metabdlica basal (TMB) y pardmetros derivados, el contenido de agua en heces, la
osmolaridad y concentracién de urea e iones plasmaticos y urinarios. Hipdtesis: C. talarum
presenta un mayor ajuste en las distintas vias de pérdida de agua durante primavera-verano,

cuando las exigencias climatica y reproductiva serian mayores.
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Variacion estacional del balance hidrosalino y correlatos termogénicos en el roedor subterrdneo Ctenomys
talarum.

MATERIALES Y METODOS

CAPTURA DE ANIMALES Y MANTENIMIENTO

Se utilizaron trampas de captura viva para capturar adultos de Ctenomys talarum, en la localidad
de Mar de Cobo (37°46°S, 57° 26°0), Buenos Aires. En todos los casos, se determind el peso y sexo
de los individuos. Se obtuvieron muestras de orina, heces y sangre en el campo. Ademads, para
realizar las mediciones de pérdida de agua por evaporacién (E) y metabolismo, 48 individuos
fueron trasladados al bioterio del Departamento de Biologia, en la Universidad Nacional de Mar
del Plata, donde se los dispuso individualmente en cajas plasticas de 30x40x25 cm, conteniendo un
refugio y viruta de madera. Se los mantuvo bajo un fotoperiodo de L:0 12:12, a una temperatura
ambiente de T, = 25 + 1 °C y una humedad relativa del 98-100 % (RH). Los animales fueron
alimentados ad libitum con una dieta mixta compuesta por batata, achicoria, lechuga, choclo y
semillas de girasol. No se proveyd agua, ya que estos organismos no la consumen en forma libre.
La aclimatacion fue de 18 dias, después de la cual se procedid con las mediciones de respirometria
para determinar la tasa de pérdida de agua por evaporacidon y la tasa metabdlica basal. La
manipulaciéon de los animales fue llevada a cabo de acuerdo a la guia de captura, manejo y
mantenimiento de mamiferos en cautiverio de la Sociedad Americana de Mastozodlogos (Sikes y

Gannon, 2011) y leyes actuales de Argentina.

MUESTREOQ Y ANALISIS DE ORINA, HECES Y SANGRE.

Se obtuvieron muestras de orina, heces y sangre en condiciones naturales en individuos de C.
talarum, inmediatamente luego de la captura. El muestreo fue realizado en Mar de Cobo, entre los

afios 2011y 2014, para las 4 estaciones del afio.

ORINA

La recoleccion de orina fue por miccidon espontanea, se almacend herméticamente y refrigerd
hasta llegar al laboratorio. Una vez alli la orina fue congelada a -182 + 2 °C, hasta su analisis. Las
muestras fueron enviadas a al laboratorio de analisis bioquimico veterinario Farestaie, en la ciudad
de Mar del Plata. Se obtuvieron valores de osmolaridad, concentracion de sodio, potasio, cloruroy

urea.
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Variacion estacional del balance hidrosalino y correlatos termogénicos en el roedor subterrdneo Ctenomys
talarum.

HECES

Las heces fueron colectadas inmediatamente después de su eliminacidon espontdnea. Se
almacenaron en forma hermeética, y refrigeraron hasta llegar al laboratorio. Cada muestra fue
pesada en fresco y en seco, luego de ser deshidratada por completo en estufa eléctrica. El

contenido de agua de cada muestra se calculé mediante: H,Oy¢ces = peso fresco — peso seco.

PLASMA

Previamente a la extraccion, el organismo fue anestesiado con isofluorano por unos segundos, se
lo recostd sobre la mesa de trabajo, y se le extrajo sangre. La técnica consistid en la introduccion
de un capilar en el seno retroorbital del ojo derecho del individuo, conectado por una sonda a una
jeringa de recoleccidn, todo el sistema heparinizado. Se extrajeron entre 0,8 y 1 ml de sangre,
acorde al tamafio corporal. Para estimar el hematocrito, se cargd con sangre un capilar
heparinizado, que se cerrd por uno de los extremos y, una vez en el laboratorio, se centrifugé por
15 minutos en una centrifuga para microhematocrito (Giumelli Z-12-D®) y se leyd en un dbaco de
lectura. La sangre sobrante se centrifugé a 3000 rpm por 15 minutos (Minispin, Eppendorf®) y se
separd y conservo el plasma (sobrenadante) para realizar los analisis bioquimicos de osmolaridad y
contenido de sodio, potasio, cloruro y urea. Estos fueron realizados por el laboratorio Farestaie de

Mar del Plata.

ANALISIS DE RESPIROMETRIA EN LABORATORIO

En aquellos individuos que fueron transportados hacia el laboratorio, se realizaron estimaciones
de la tasa de pérdida de agua por evaporacioén (E) y de la tasa metabdlica basal (TMB), a 25+ 1 °C,
utilizando un sistema de respirometria de circuito abierto (Lighton, 2008). Para ello, se determind
la TMB mediante el valor de consumo de O,. Cada animal fue individualmente ubicado en una
cdmara (1,8 1) que recibia aire seco y libre de CO, a 1,4 I/min. El aire excurrente fue
submuestreado a 130 + 10 ml/min y pasado por un analizador de CO, para determinar su
produccién. Nuevamente, se hizo circular el aire por absorbentes de CO,y H,0, antes de alcanzar
el analizador de O,. Las mediciones comenzaron 0,5 a 1 hora después de introducir al individuo en
la cdmara, de manera que el mismo se tranquilizara y mantuviese quieto. Cada 0,5 segundos, se
obtuvo el valor de CO, y O,, monitoreandolos continuamente hasta lograr una lectura estable de
15 min de duracién. La tasa de pérdida de agua por evaporacidén se obtuvo gravimétricamente

conectando por 30 min, inmediatamente luego del analizador de CO,, una columna conteniendo
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Variacion estacional del balance hidrosalino y correlatos termogénicos en el roedor subterraneo Ctenomys
talarum.

absorbente de agua (Drierite®). Dicha columna fue pesada antes y después de ser conectada al
circuito, para determinar E. La medicion durd entre 1,5 y 2 horas, segin cada caso. Cuando los
individuos orinaron y/o defecaron dentro de la cdmara, los datos fueron descartados y la cdmara
fue limpiada y secada para repetir la medicidn. Las estimaciones fueron realizadas a lo largo de
todo el dia (ver Meroi et al., 2014). Al finalizar, se obtuvo la temperatura corporal (T.), rectalmente
insertando una sonda conectada a un termistor (Cole-Parmer). Se calculd la conductancia térmica
himeda (Chumeda = TMB / (T, — T.), ver McNab, 1980), el cociente respiratorio (R, ver Schmidt-
Nielsen, 1997), la tasa de produccién de agua metabdlica (AM = tasa metabdlica* 0,62 mg H,O/ml
O,; Schmidt-Nielsen y Schmidt-Nielsen, 1950b; MacMillen y Hinds, 1983), la pérdida de calor por
evaporacion (Qperdido = E * 0,603; ver Stitt, 1976; Huynh et al., 2007), el calor producido (Quroducido =
TMB * 5,011; ver Haim et al., 2008), y la conductancia térmica seca (Cseca = (Qproducido - Qperdido) / (Tc
—T,); McNab, 1980).

DATOS DE METEOROLOGIA

Los datos de variables climdticas se obtuvieron durante los afios 2011 y 2014, en los cuales se
colectaron las muestras de orina, sangre y heces de los roedores. Se registraron los valores
mensuales de temperatura media (Tm), precipitacion acumulada (Pp), humedad relativa (%RH) y
velocidad media del viento (V), registrados por la estacién meteoroldgica 876920 (SAZM; 37°
55,8°S, 57° 34,80, Altitud: 18), y suministrados por
http://www.tutiempo.net/clima/Mar_Del_Plata_Aerodrome/876920.htm.

ESTADISTICA

Se realizaron ANOVA de 1 via para determinar si existian diferencias entre estaciones para las
variables urinarias, fecales y plasmaticas estudiadas. Cuando no se cumplieron los supuestos del
test paramétrico, se procedié a transformar previamente la variable o, en ultima instancia, a
realizar el analisis no paramétrico correspondiente. Para determinar si existian diferencias en las
variables respirométricas en funcién del periodo reproductivo/no reproductivo (junio a
febrero/marzo a mayo, respectivamente; Malizia y Busch, 1991) y del sexo del organismo, se
utilizaron andlisis ANCOVA. Para cumplir los supuestos del test, se debieron transformar con
logaritmo en base 10 los datos de peso corporal, E y TMB. Se realizé andlisis de correlacién entre

las variables urinarias y plasmaticas entre si, y respecto de la estacion de muestreo; ademas se
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analizd la correlaciéon entre el contenido de agua en heces y el peso corporal. Debido al

incumplimiento de los supuestos para test paramétricos, se realizé correlacidon de Spearman.

RESULTADOS

ORINA, HECES Y PLASMA

La osmolaridad de la orina fue diferente entre estaciones (ANOVA de 1 via; F 5.,0=4,31; P = 0,017),
siendo mayor en primavera-verano (P < 0,050). A su vez, se registraron diferencias en la
concentracién de urea (ANOVA de 1 via; F 3,5 = 3,18; P = 0,041), siendo mayor en verano (P <
0,050). La concentracidn de sodio urinario también difirié entre estaciones (ANOVA de 1 via; F 39=
3,69; P =0,023), pero no la de potasio o cloruro (F 5.,0=0,063; P = 0,063; y F 5.,4=0,793; P = 0,509;
respectivamente. Ver Figura 1). Sin embargo, se observé correlacidn positiva entre la osmolaridad
y la concentracidn de potasio (Spearman; P = 0,002; r = 0,613; n = 23), la de cloruro (n = 23; P =
0,000; r = 0,642), y entre urea y potasio (n = 28; P =0,000; r = 0,615). Ademas, la concentracion de
cloruro se correlacioné con la de sodio (P = 0,005; r = 0,500; n = 30), y con la de potasio (P = 0,002;
r = 0,554; n = 29). Si bien no se detectd diferencia significativa al analizar las medias, se observd
correlacién entre potasio y la estacion del afio, aumentando la concentracidon hacia primavera-
verano y disminuyendo hacia otofo-primavera (Spearman; n = 33; P = 0,022).

En el caso del plasma, no se observaron variaciones entre estaciones para la osmolaridad (Kruskal-
Wallis; H = 4,39; g.l. = 3; P = 0,222), las concentraciones de urea (ANOVA de 1 via; F 353=1,30; P =
0,283), sodio (Kruskal-Wallis; H = 4,38; g.l. = 3; P = 0,223), potasio (Kruskal-Wallis; H = 7,32; g.l. = 3;
P = 0,062) y cloruro (ANOVA de 1 via; F 356 = 2,54; P = 0,066), ni para el hematocrito (sélo
disponibles valores de otofio y primavera; ANOVA de 1 via; F 145 = 0,303; P = 0,590. Ver Tabla 1).
Por otra parte, la osmolaridad plasmatica se correlaciond con las concentraciones de sodio
(Spearman; n=41; P =0,000; r =0,864) y de cloruro (n = 41; P =0,000; r = 0,792). A su vez, la urea
plasmatica se correlacioné con el sodio (n = 60; P = 0,000; r = 0,880). El cloruro plasmatico se
correlacioné con el sodio (n = 60; P = 0,000; r = 0,880), y con las estaciones de muestreo,
mostrando un aumento hacia otofo-invierno (Spearman; n = 60; P = 0,040). Ademas, la
concentracién de potasio plasmatico se correlaciond con el sodio en orina (n =5; P =0,017; r = -
1,00).

El contenido de agua en heces no fue diferente entre estaciones (Kruskal-Wallis; H = 5,08; g.l. = 3;

P = 0,166), ni entre sexos (P > 0,050). Sin embargo, se observé una correlacidn negativa con el
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peso corporal (Spearman; P = 0,023; r = -0,274; n = 69). El valor promedio anual obtenido fue de

51,4 + 14,4% de agua en heces de C. talarum.

1400
T %! o . .
— B Verano M Otofio Invierno M Primavera
1200
l—*\
1000 —
800
600
400
200
- T -
0
Osmolaridad Urea Na+ K+ Cl-
Figura 1. Valores estacionales de osmolaridad (mOsm/Kg H,0), urea (mg/dl), Na*, K* y CI
(mmol/l) urinarios en Ctenomys talarum. * indica diferencias significativas entre
estaciones, P < 0,050.

Tabla 1. Valores plasmaticos, estacionales y anuales, de osmolaridad, urea, iones (sodio,
potasio, cloruro) y hematocrito para Ctenomys talarum. Valores expresados como Media + DE.

No se observaron diferencias significativas entre estaciones (ver correlaciones en texto).

Verano Otoiio Invierno Primavera Anual

Osmolaridad 403,32 £113,2 464,70 348,06 + 23,3 392,92 +90,3 382,74 +82,2
(mOsm/KgH,0)

Urea (mg/dl) 56,00 + 4,2 59,10 65,98 £1,6 62,12+£8,1 60,98 + 15,4
Sodio (mmol/I) 166,83 + 12,2 183,21 +5,8 167,78 + 15,5 158,01 + 13,2 164,87 + 19,8
Potasio (mmol/l) 5,90+0,6 570+0,6 6,21+0,1 53104 5,59+0,9
Cloruro (mmol/I) 110,66 + 8,8 121,53 +1,7 113,20+9,6 103,31+ 10,5 109,28 + 15,0
Hetamocrito (%) - 42,83+3,3 - 43,33+3,3 43,88+5,1
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PARAMETROS EVAPORATIVOS Y METABOLICOS

No se observd efecto del peso corporal como covariable al analizar la tasa de pérdida por
evaporacion (E; ANCOVA; Fy35=1,29; P = 0,263) en funcién del sexo y la época (reproductiva o no
reproductiva). Se detectaron diferencias significativas en E entre estaciones reproductiva y no
reproductiva (ANCOVA; Fy.35 = 6,60; P = 0,014. Ver Figura 2), pero no entre sexos (Fy,35=1,20; P =
0,280), ni para la interaccion de estas variables (P > 0,050; en todos los casos).

Se detectd efecto del peso corporal sobre la tasa metabdlica basal (TMB; ANCOVA; Fy.35= 14,36; P
< 0,001). Por otra parte, no se observaron diferencias en la TMB en relacion a la época (ANCOVA,
F1.3s = 1,00; P = 0,329), al sexo (Fy,35= 0,298; P = 0,588), ni a la interaccidn de estas variables (P >
0,05; en todos los casos). El valor promedio para TMB fue de 122,81 + 19,2 ml O,/h.

La produccién de agua metabdlica y de calor, presentaron el mismo comportamiento que la TMB,
a partir de la cual fueron calculados. No presentando variaciones entre humedad de aclimatacion
ni estaciones (ANCOVA; P > 0,050), sus valores promedio fueron de AM = 76,14 + 11,9 mg H,O/h y
Quroducido = 615,38 + 96,5 cal/h. Asi mismo, el calor disipado por evaporacion (Qperdido), Varié de
forma similar que E, siendo un 28,15% mayor en la época no reproductiva. En consecuencia, la
tasa de Qperdido/ Qoroducido también varié entre estaciones (ANCOVA; F13=4,71; P = 0,036), siendo de
0,53 + 0,14 durante la estacién no reproductiva, y 0,45 + 0,16 en la reproductiva.

A su vez, el peso corporal afectd los valores de Chumeda ¥ Cseca (ANCOVA,; Fy.35 = 15,36; P < 0,001; y
Fi3s = 4,54; P = 0,040; respectivamente), pero no variaron entre épocas ni sexos (ANCOVA; P >
0,050 en ambos casos). El valor promedio de Cpymeqa fue de 60,25 + 12,4 cal/h eC, y de 31,43 + 10,8
cal/h eC para la Cycl, Un 51% de la primera. No se observaron diferencias en T, ni en R para las
variables estudiadas, tampoco efecto del peso corporal (ANCOVA; P > 0,050). Sus valores

promedio fueron T,=35,00+0,7°C,yR=0,88 £0,1.

PARAMETROS CLIMATOLOGICOS

A pesar de observarse variaciones en la precipitacién acumulada a lo largo del periodo analizado
(Ver Figura 3), no se detectaron diferencias mensuales ni anuales significativas para este
parametro, ni para la humedad relativa (ANOVA de 2 vias; P > 0,050 en ambos casos). Sin
embargo, se obtuvieron diferencias significativas para la temperatura media y velocidad del viento
entre meses (ANOVA de 2 vias; P < 0,001; en ambos casos), pero no entre afios (P > 0,050; para

ambos). La variacion de temperatura media se grafica en la Figura 3. En cuanto a la velocidad del
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viento, fue menor durante mayo respecto de los meses de septiembre hasta enero (P < 0,001). Ver

Figura 3.

650

600 | .

550 | .

500 1

450 | ]

400 } ]

350 | .

300 t |

250

reproductiva no reproductiva

Edacion

Figura 2. Tasa de pérdida de agua por evaporacion (E, mg H,O/hr) para Ctenomys talarum en
funcion de la época (reproductiva, junio-febrero, y no reproductiva, marzo-mayo,
respectivamente; Malizia y Busch, 1991). Se observan diferencias significativas (P < 0,050).
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Figura 3. Valores mensuales de precipitacion acumulada (mm; circulos naranja), temperatura
media anual (2C; cuadrados rojo), humedad relativa (%; triangulos verde), velocidad media del
viento (Km/h; rombos celeste), para la zona de muestreo (37° 55,8°S, 57° 34,8°0) durante los
afnos 2011-2014.
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DISCcUSION

El balance hidrosalino es uno de los procesos capitales para el mantenimiento de la homeostasis
en todo ser vivo. En el presente capitulo se analizé la variacidn estacional en las diferentes vias de
pérdida de agua en el roedor subterrdaneo Ctenomys talarum. Si bien estos individuos habitan un
ambiente mésico, en cuevas donde la pérdida de agua por evaporacion se encontraria reducida
debido a la alta humedad atmosférica (90-98% RH a T, = 25-28 °C; Baldo, comunicacién personal),
podrian estar sometidos a presiones selectivas a nivel de la regulacién hidrica. Las variaciones
atmosféricas durante las salidas a superficie y, sobre todo, la variaciéon estacional en Ia
disponibilidad del contenido de agua en la vegetacion (Fanjul et al., 2006) podrian tener correlatos
en ajustes fisiolégicos y/o comportamentales. A su vez, los cambios individuales en
comportamiento reproductivo, dispersion o forrajeo también afectarian el balance. En el presente
trabajo, se detectaron diferencias en la tasa de pérdida de agua por evaporaciéon de tuco tucos
entre periodos, siendo menor durante la temporada reproductiva (Ver Figura 2), la cual se
corresponde con primavera-verano. Si bien, durante este periodo la disponibilidad, diversidad
especifica y contenido de agua de la vegetacién aumentan (Fanjul et al., 2006; Comparatore et al,
1991; 1995), la temperatura ambiente (Ver Figura 3) y los requerimientos nutricionales e hidricos
de los organismos también aumentan (ver del Valle et al., 2006). Por ello es preciso ajustar aun
mas las estrategias que maximicen la incorporacion y absorcién de nutrientes, y que minimicen su
pérdida. Del Valle et al., 2001 observé un incremento en la incorporacidén de items dietarios con
alto contenido energético durante la estacion reproductiva, como semillas, las cuales presentan
alto contenido lipidico y son potencial fuente de agua metabdlica. A su vez, también ocurre un
incremento en la ingesta de especies, asociadas al periodo estival, con mayor contenido
nutricional y grado de digestibilidad, tal como Bromus sp. (del Valle et al., 2001; Martino et al.,
2007). Si bien en el presente capitulo no se analizé la variacidon estacional en la cantidad de
alimento ingerido, se podria esperar un aumento durante esta estacion, ya que C. talarum es
capaz de realizar ajustes a corto plazo, aumentando el consumo de alimento cuando la calidad de
la dieta mejora (ver Martino et al., 2007).

Concomitante con ello, se observa un ajuste a nivel renal, reflejado en un incremento en la
concentracién de la orina, principalmente en primavera. El valor maximo observado en campo
para la osmolaridad urinaria en tuco-tucos fue de 1170 mOsm/Kg durante octubre de 2012, muy
inferior a lo observado para roedores xéricos (de 3000 a 8600 mOsm/Kg, ver Diaz y Cortés, 2003).

Sin embargo, el valor promedio de osmolaridad urinaria en C. talarum fue similar a lo encontrado
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en subterraneos desérticos como Heterocephalus glaber (i.e. = 350 mOsm/Kg), mientras que el
valor maximo observado fue similar a datos obtenidos para dicha especie bajo estrés hidrosalino
(Urison y Buffenstein, 1994). Se ha propuesto que la distribucién de H. glaber estaria determinada
por las caracteristicas de sus cuevas y no por su capacidad de concentrar orina (Buffenstein, 2000).
Asi, C. talarum también podria ser capaz de enfrentar variaciones ambientales mas extremas en
superficie, contrarrestadas por sus habitos subterrdneos. Sin embargo, serian necesarios estudios
de campo intra e interespecificos para poblaciones de Ctenomys en diferente ambientes para
determinar si existe tal flexibilidad. Trabajos realizados para poblaciones de la misma especie pero
en ambientes contrastantes, reflejan plasticidad en la concentracién urinaria, tal como en
Abrothrix olivaceous, quien en ambientes semixéricos triplica la concentracién alcanzada en
ambientes mésicos (Bozinovic et al., 2011). Tal como se espera, la correspondencia entre la
variacion estacional en la osmolaridad y urea en orina, indica un alto aporte de este metabolito en
la concentracién urinaria, mientras que los iones evaluados contribuirian, pero en menor medida
(ver Yang y Bankir, 2005). A su vez, la correlacidn entre la concentracidon de potasio en orina y la
época del afio podria estar asociada a la variacion estacional en la dieta (Mares, 1977). De hecho,
se ha encontrado que la concentracidn de potasio en orina de C. talarum en condiciones naturales,
o bajo una dieta a base de Panicum racemosum, pasto costero abundante naturalmente en el
periodo estival y componente de la dieta de este roedor, fue de aproximadamente el doble
(143,10 = 40,3 mmol/l, valor promedio anual) al obtenido bajo cautiverio frente a una dieta
compuesta por mezcla de verduras como batata, maiz, achicoria, lechuga, girasol (81,17 + 6,4
mmol/| (n=2); Baldo, comunicacién personal).

Estos ajustes a nivel urinario serian parte del mecanismo alostdtico, que permite mantener
eficientemente los valores plasmaticos a partir de cambios en variables puntuales. La constancia
en la composiciéon del plasma (Tabla 1), a pesar de las fluctuaciones ambientales bidticas y
abidticas, y de los cambios anuales en el comportamiento de cada organismo (reproductivo, de
dispersidon y forrajeo), indican que los tuco-tucos son capaces de hacer los ajustes necesarios para
mantener su equilibrio sin alcanzar limites extremos. Al no observarse valores elevados en la
concentracién de orina bajo las condiciones evaluadas, la regulacién dada seria suficiente para
afrontar las variaciones ambientales, y no implicaria la maxima explotacion de sus estrategias de
regulacidon. Para evaluar esta hipdtesis seria necesario complementar con trabajo en laboratorio
donde se refuercen las condiciones ambientales desfavorables y se pueda determinar si existe

flexibilidad fenotipica frente a una mayor presion sobre el contenido hidrico de la dieta (ver
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Capitulo 4). Mas aun, se puede determinar el efecto de tales presiones durante la ontogenia, y
detectar si tienen efectos en el desarrollo morfo-fisioldgico de los organismos. Por otra parte, los
valores plasmadticos de osmolaridad y concentracién de los iones analizados en C. talarum son
similares a los observados en el roedor subterraneo H. glaber (Urison y Buffenstein, 1994), y en
ratas y ratones (ver Yang y Bankir, 2005). Si bien esto mismo ocurre para los niveles de urea, la
relacién entre las concentraciones en orina/plasma seria menor en C. talarum (6 a 12, segun la
estacion) que en la rata topo (16, hasta 52 bajo estrés hidrosalino), y en ratones (200) y ratas
(140); (Urison y Buffenstein, 1994; Yang y Bankir, 2005). Aun asi, tal como se menciond
previamente, deberian realizarse en tuco-tucos estudios de estrés hidrosalino controlados a través
de la dieta, para concluir sobre su plasticidad fenotipica frente a otras especies. A su vez,
diferentes presiones durante la ontogenia pueden tener efectos sobre las capacidades
individuales, tal como se observd en roedores deserticolas sometidos a restriccion hidrica durante
el desarrollo, quienes presentaron mayor relacion en el espesor médula/corteza de sus rifiones
(Willmer et al., 2009). En cuanto al hematocrito de los tuco-tucos, estimador del estado de
hidratacion de los individuos, fue similar al encontrado por Busch 1987, e inferior al reportado
para la rata topo (Urison y Buffenstein, 1994), indicando un mayor contenido de agua en sangre en
los primeros. Sin embargo, esto también podria representar un mayor nivel de eritrocitos en H.
glaber quien, por tratarse de un roedor fosorial estricto — en comparacién de C. talarum, quien
hace excursiones en superficie-, presentaria adaptaciones mas evidentes a un ambiente hipdxico
(Willmer et al., 2009).

En contraposicion, no se detectd variacidn estacional en el contenido de agua de las heces,
aunque si se correlaciond con el peso de los organismos. Debido a la conocida regulacidon
estacional a nivel bioquimico y de los érganos que componen el sistema gastrointestinal de C.
talarum (del Valle y Lopez Mafianes, 2008), de la ya mencionada variacién estacional en la flora
que forma parte de la dieta de estos organismos (Comparatore et al., 1995), del alto rendimiento
en la digestiéon de items con bajo contenido nutricional (Perissinotti et al., 2009) asociado al
comportamiento de coprofagia (Martino et al., 2007), se sugiere que la composicidn de las heces
refleja un alto ajuste independientemente de la fluctuacién anual natural. Sin embargo, tal como
ocurre para la composicidn urinaria y plasmatica, estudios en condiciones experimentales mas
extremas son necesarios para determinar si la pérdida de agua a través de las heces es minima

(ver Capitulo 4).
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Por otra parte, no se detectaron variaciones estacionales en la TMB, tal como fue descripto por
Meroi et al., 2014. Sin embargo, se observd una mayor tasa de evaporacién en el periodo no
reproductivo que en el reproductivo. Esta diferencia podria atribuirse a un cambio estacional en Ia
humedad atmosférica de sus cuevas (ver Capitulo 3), tal vez asociado a las variaciones climaticas
externas observadas para la temperatura y viento, que a su vez puedan influir sobre la ventilacion
de las cuevas (Burda, et al., 2007), y en consecuencia una variacion en su RH. Por otra parte, la
variacion en E entre épocas podria relacionarse con la seleccidn de la dieta en funcién de las
fluctuaciones estacionales en su disponibilidad y diversidad (Comparatore et al., 1995; ver Capitulo
4) y su asociacidn con procesos fisioldgicos altamente demandantes energéticamente, como lo es
la reproduccién (del Valle et al., 2001).

A nivel interespecifico, los valores de E para C. talarum son superiores a los encontrados en otros
roedores de similar masa corporal, incluyendo otras especies del género (Ver Figura 4; Diaz y
Cortés, 2003). Sin embargo, roedores subterraneos como H. glaber y Thomomys bottae presentan
valores aun mayores (Buffenstein y Yahav, 1991; Gettinger, 1984). Dado el microclima humedo de
las cuevas de C. talarum, se esperaba que no presentara una fuerte restriccién en la E, en
comparacién con especies deserticolas, pero aun asi fue 3,5 veces mayor a la esperada para su
masa corporal, para un ambiente mésico (ver Diaz y Cortés, 2003).

A nivel termorregulatorio, la evaporacién en tuco-tucos tendria un rol considerable. Si bien la
TMB, y asi el Qproqucidor SON bajos respecto de roedores de superficie de similar peso (MacNab,
1966), la razén entre el calor perdido por evaporacion y el generado metabdlicamente en relacién
a los de otros roedores mésicos y xéricos es elevada (ver Figura 5a; Cortés et al., 2000a; Hind y
MacMillen, 1985; Brower y Cade, 1966; Webb y Skinner, 1996). Este mecanismo, y la elevada
conductancia caracteristica de subterraneos (MacNab, 1966), contribuirian en la disipacién de
calory, con ello, al control de la temperatura corporal. Sin embargo, son necesarios otros estudios
para determinar como es la regulacién a las diferentes T,s a las que C. talarum esta expuesto
diaria y estacionalmente, y cual es el nivel de contribucidon de los mecanismos evaporativos y no
evaporativos en el mantenimiento de la T. en esta especie (ver Capitulo 2). La baja tasa
metabdlica y elevada conductancia, junto al microclima de sus cuevas, que minimiza el efecto de la
elevada relacion Qperdido/ Qproducido Observada, serian caracteristicas que le permitieron a C. talarum

no beber agua libre, y probablemente dieron lugar a la evolucién del género en ambientes aridos.
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Figura 4. Valores de tasa de pérdida de calor por evaporaciéon masa especificos (mg H,0/gh), en
funcidn del peso corporal (g), para Ctenomys talarum (triangulos) y otras especies de roedores,
mésicos (rombos) y xéricos (cuadrados).
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Figura 5. Valores de la razon entre A) calor perdido por evaporacion y calor producido
(Querdido/ Qproducido) Y B) produccion de agua metabdlica y pérdida de agua por evaporacién, en
funcidn del peso corporal (g), para Ctenomys talarum (triangulos) y otras especies de roedores,
mésicos (rombos) y xéricos (cuadrados; Cortés et al., 2000a; Hind y Mac Millen, 1985; Brower y
Cade, 1966; Webb y Skinner, 1996).
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Se propone entonces, que la capacidad de regulacién renal observada en este estudio en relacién
a la formacién de orina, la baja evapotranspiracion dentro de las cuevas saturadas de vapor y la
baja tasa metabdlica (Busch, 1989), representarian adaptaciones que contribuyen en la regulacion
del balance hidrosalino en tuco-tucos. Las caracteristicas ecoldgicas, y los ajustes fisiolégicos realizados
en distintas etapas de historia de vida, le permite a la especie afrontar los cambios en disponibilidad de agua
y sales que anualmente transita, aun produciendo orina mds diluida que la de roedores de ambientes
xéricos y presentando mayores tasas de evaporacién. Por otra parte, aun no ha sido evaluada la
capacidad maxima de regulacion hidrosalina bajo condiciones extremas. No obstante, en el
capitulo 4, se analiza si esta especie es capaz de realizar un ajuste mds preciso frente a estrés
hidrosalino a nivel dietario, repercutiendo en la capacidad de adaptacién a un ambiente

cambiante y mas austero.
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Capitulo 2

CAPiTULO 2

EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL SOBRE LA PERDIDA DE CALOR
POR EVAPORACION EN EL ROEDOR SUBTERRANEO CTENOMYS
TALARUM.

INTRODUCCION

La adaptacidn a la vida terrestre requiere que los organismos realicen ajustes de la ganancia y
pérdida de agua, para asi mantener un balance en su presupuesto hidrico. En endotermos, una via
importante de pérdida de agua ocurre a través de la evaporacion, la cual involucra la via cutdnea y
respiratoria. A pesar que la pérdida de agua por evaporacion (E) es inevitable, los individuos son
capaces de regularla y aprovecharla para el enfriamiento, ya que el calor producido es disipado al
evaporar el agua corporal. Sin embargo, E depende de los gradientes de temperatura y humedad
entre la superficie -cutanea o respiratoria- del individuo y el ambiente; asi ocurre pérdida de agua,
en cada exhalacidn, cuando el aire cdlido y humedo eliminado se encuentra con una atmdésfera
mas fria y seca en el exterior del organismo (ver McNab, 2002). Se conocen varias estrategias que
facilitan la reduccién de E a diferentes niveles: morfoldgico, fisioldégico vy, también,
comportamental.

La pérdida de agua a través de la respiraciéon puede ser modificada a mediante la morfologia,
irrigacién sanguinea, la expresion de acuaporinas y transportadores idnicos a la altura de los
turbinales nasales; esto tiene una fuerte influencia en las caracteristicas del flujo de aire.
Generalmente, y dependiendo del ambiente, el aire respirado debe ser acondicionado, siendo
necesario calentarlo y humidificarlo cuando ingresa, y enfriarlo y deshidratarlo cuando sale de la
cavidad nasal. Esto es llevado a cabo gracias al ampliamente conocido sistema de contracorriente,
cuya eficiencia es determinante de la cantidad de agua reciclada y, en consecuencia, del valor de E
(Schmidt-Nielsen y Schmidt-Nielsen, 1950a; Jackson y Schmidt-Nielsen, 1964). Existe una amplia
variacion entre especies en la habilidad de recuperar el vapor de agua exhalado, y generalmente
esta relacionado con adaptaciones a un ambiente particular (Schmidt-Nielsen et al., 1970; Cortés
et al., 1990; Hillenius, 1992).

En cuanto a la E cutdnea, la evaporacidon se encuentra asociada principalmente a la razén
superficie-volumen del individuo (Tracy y Walsberg, 2001a), pero también a la tasa de difusién a

través de la piel, la cual depende de la irrigacion, del grosor del estrato cérneo (Rodland y
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Hainsworth, 1974), y de la secrecidn por glandulas sudoriparas (Stein, 2000). Sin embargo, algunos
individuos, como ocurre en roedores que habitan cuevas en forma permanente, no presentan este
tipo de glandulas (ver Stein, 2000). En consecuencia, la E cutanea se atribuye en su totalidad a la
difusién a través de la piel, y su valor es especie-dependiente (Baudinette, 1972; Hillenius, 1992).

Entre las estrategias comportamentales, la seleccion del habitat es una de las formas de controlar
la tasa de evaporacion. Vivir en un ambiente relativamente constante, caracterizado por una baja
fluctuacién térmica entre el dia y la noche, y humedad relativa (RH) estable, puede favorecer la
regulacién de E cuando las estrategias fisioldgicas no son suficientes. En algunos casos, la vida en
un ambiente subterrdneo permite la generacidon de un microambiente donde es posible llegar a la
alostasis, aun cuando las variaciones estacionales en superficie afectan las condiciones en el
interior de las cuevas. Como se observd en la ardilla Otospermophilus beecheyi, el uso de las
cuevas es suficiente para proteger a los individuos de altas temperaturas ambientales durante el
dia, y bajas durante la noche (Baudinette, 1972). Ademas, se observd que el roedor subterraneo
Ctenomys talarum regula su E frente a un cambio en la humedad ambiental. Considerando que la
atmdsfera de las cuevas presenta una RH cercana al 100%, y que el bajo gradiente de humedad
entre el individuo y el ambiente es evidente, estos animales no requeririan de un ajuste fisiolégico
costoso, ya que su comportamiento los protege de un balance hidrico negativo (ver Capitulo 3).
Sin embargo, la RH no es el Unico parametro ambiental que afecta la E, sino que también la
temperatura ambiental (T,). La evaporacion de agua es también un factor clave en el
mantenimiento del balance térmico (McNab, 2002). A pesar de que generalmente se asume que la
E es invariable a bajas T,s (dentro de la zona de termoneutralidad), a altas temperaturas parece
ser un mecanismo esencial de transferencia de calor en mamiferos (Withers et al., 2012; Minnaar
et al.,, 2014) y aves (Wolf y Walsberg, 1996). Asi, cuando la temperatura ambiental excede la
corporal, el calor puede ser disipado no sélo por conduccién, conveccion o radiacién, sino que
también por evaporacion (Zhu et al., 2008; Huynh et al., 2007). En consecuencia, la interacciéon
entre la RH y T, de la cueva debe ser un importante factor evolutivo que ha determinado la E en
aquellas especies que habitan cuevas en forma casi permanente. Ademas, la produccion de calor
durante la excavacidon en un sistema de cueva cerrado, con baja conveccion y alta humedad,
podria causar sobrecalentamiento en estos mamiferos subterraneos, esencialmente a
temperaturas por encima de la zona termoneutral. En este escenario, McNab (1966; 1979)
propuso que las caracteristicas de los roedores subterrdneos, como su baja tasa de metabolismo

minimo y la alta conductancia térmica himeda, comparado con especies de superficie, podrian ser
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adaptaciones para evitar el sobrecalentamiento durante la excavacién (“hipdtesis de estrés
térmico”; pero ver Vleck, 1971; 1981; Lovegrove, 2003).

En este contexto, el objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la temperatura ambiente (T,)
sobre la pérdida de agua por evaporacion (E) y el metabolismo energético en el roedor
subterraneo Ctenomys talarum (tuco-tucos). Hipdtesis: Como se observa en endotermos, la E en C.
talarum se incrementé con el aumento de la T,. Debido al uso extensivo de las cuevas,
caracterizadas por una atmésfera saturada con vapor de agua, este incremento fue menor al

esperado para roedores de superficie.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y MANTENIMIENTO

Se capturaron machos adultos de Ctenomys talarum, en la localidad de Mar de Cobo (37° 46°S, 57°
26°W), Buenos Aires. Los mismos fueron trasladados de inmediato al bioterio del Departamento
de Biologia, en la Universidad Nacional de Mar del Plata, donde se los ubicé individualmente en
cajas plasticas de 40 x 30 cm, conteniendoun refugio y viruta de madera. El periodo de
aclimatacion durd 12 dias. El fotoperiodo (L:0 12:12), la humedad (50-60% RH) y la temperatura
ambiente (Ta =25 °C) fueron controlados. Los animales fueron alimentados ad libitum con una
dieta compuesta por batata, achicoria, lechuga, choclo y semillas de girasol. No se los proveyé de
agua ya que estos organismos no la consumen en forma libre. La manipulacién de los animales fue
llevada a cabo de acuerdo a la guia de captura, manejo y mantenimiento de mamiferos en
cautiverio de la Sociedad Americana de Mastozodlogos (Sikes y Gannon, 2011) y leyes actuales de

Argentina.

MEDICIONES

Para probar el efecto de la temperatura ambiente (Ta) sobre el balance hidrico y el presupuesto
energético minimo, se realizaron mediciones de la tasa de pérdida de agua por evaporacion (E) y
de la tasa metabdlica (TM), para cada animal a diferentes temperaturas (desde 5 °C hasta 35 °C,
cada 5°C). Se reporto la tasa metabdlica minima como tasa metabdlica de reposo (TMR), para TM
por debajo o por encima de la zona termoneutral (ZT), y tasa metabdlica basal (TMB), para TM
dentro de la ZT (25 °C - 30 °C en Busch, 1989). Se empled técnicas respirométricas para estimar E y
MR (Lighton, 2008). La tasa metabdlica basal y la de reposo se determinaron a través del valor de

consumo de O,, obtenido por un sistema computarizado de respirometria de circuito abierto y
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presion positiva (Sable System, Las Vegas, USA). Los animales fueron individualmente ubicados en
una camara (1,8 1) que recibié aire a 1,4 I/min controlado por un flujimetro (Cole-Parmer
Instrument Company, Vernon Hills, USA). Antes de ingresar a la cdmara, el aire paso a través de un
absorbente de CO, (IQB®) y agua (Drierite®). El aire excurrente fue submuestreado a 130 + 10
mL/min. Se lo hizo circular por un analizador de CO, (CA-10, Sable Systems) para determinar su
produccién. Luego, se hizo pasar el aire nuevamente por absorbentes de CO, y H,O (IQB® and
Drierite®) antes de alcanzar el analizador de O, (FC-1B, Sable Systems). Cada 0,5 segundos, se
obtuvo la concentracién voltaje-dependiente de CO, y O, mediante el programa Expedata (Sable
Systems). Las lineas de base de los datos de O, y CO, fueron convertidos a ml de cada usando
ecuaciones estandar de respirometria (Withers, 1977). Las mediciones comenzaron 1 hora
después de introducir al individuo en la camara, de manera que el mismo se tranquilizara y
mantuviese quieto. El consumo de O, y produccién de CO, fueron continuamente monitoreados
hasta lograr una lectura estable de 15 min de duracidn. La tasa de pérdida de agua por
evaporacién se obtuvo conectando por 30 min una columna con absorbente de agua (Drierite®),
inmediatamente luego del analizador de CO,. Dicha columna fue pesada antes y después de la
conexién, para determinar gravimétricamente el valor de E (ver Berstein et al., 1977 para la
validacién de esta técnica en un sistema de respirometria de flujo abierto). La medicion duré entre
2 y 4 horas, dependiendo del tiempo requerido para alcanzar la temperatura de medicién. En los
casos en que los individuos orinaron y/o defecaron dentro de la camara, los datos fueron
descartados y la cdmara fue limpiada para luego repetir la medicidon. Debido a que no se ha
observado ritmo circadiano en el consumo de oxigeno (Meroi et al., 2014), las mediciones fueron
realizadas entre las 8-17 hs, durante la misma semana para cada organismo. Se obtuvo
mediciones de peso corporal (P), y de la temperatura corporal (T.), rectalmente mediante un
termémetro digital (Cole-Parmer), al finalizar cada respirometria. Se calculé la conductancia
térmica hiumeda (Cpgmeda) Mediante Chomeda= TMB / (T. — T.), ya que al extrapolar la curva de TM
hacia el eje de T,, la T. fue diferente de T, (ver McNab, 1980). Se obtuvo la Cyymeda Minima a partir
de la media de Cpumeda Para temperaturas por debajo de la ZT (es decir, 5 °C < T,< 25 °C; ver Busch,
1989).Para propdsitos comparativos, se expreso la Cpgmeda €N cal/h °C.

Para determinar diferencias potenciales en el catabolismo de sustratos, se calculé el coeficiente
respiratorio (R) dividiendo la tasa de produccién de CO,por la de consumo de O, (Schmidt-Nielsen,
1997). Ademas, se obtuvieron otros parametros, como la tasa de produccion de agua metabdlica

(AM= TM* 0,62 mg H,0/ml O,; Schmidt-Nielsen y Schmidt-Nielsen, 1950b; MacMillen y Hinds,
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1983), la pérdida de calor por evaporacion (Querdidso = E * 0,603 cal/mg H,0; ver Stitt, 1976; Huynh
et al., 2007) y el calor producido (Quroducido = TM * 5,011 cal/ml O,; ver Haim et al., 2008).
Finalmente, se estimé la conductancia térmica seca (Cseca) mediante Cseca= (Qproducido-Qperdido) / (Te —

T.).

ESTADISTICA

Todos los datos fueron expresados como media * DE. El peso corporal fue analizado para evaluar
diferencias entre individuos mediante la prueba de ANOVA de 1 via, y la diferencia entre sexos se
evalué mediante una prueba de Student. Fueron desarrollados analisis de regresion segmentada
para E y TM totales (no normalizados).Las variaciones entre T,s para T, Chumeds, R Y cdlculos
derivados fueron analizadas mediante pruebas de ANOVA de 1 via. En aquellos casos donde las
condiciones de la prueba de ANOVA no se cumplieron, se realizd el analisis no paramétrico

correspondiente.

RESULTADOS

PESO CORPORAL

Se detectaron diferencias entre sexos para el peso corporal (P; Student; t = -2,71; g.l. = 10; P =
0,020). El valor de P promedio fue de 121,24 + 8,89 g para hembras (n =7) y de 142,46 + 18,16 g
para machos (n = 5). A pesar de ello, no se detectaron diferencias para P entre T,s (ANOVA de 1

via; Fg49=0,270: P = 0,950).

PERDIDA DE AGUA POR EVAPORACION

La tasa de pérdida de agua por evaporacién (E) se ajustd a una regresion segmentada,
manteniéndose constante a 326 mg H,0/h cuando T,< 28,7,y E (mg H,0/h) =17,4 T, - 173 para

T.s mayores (ver Fig. 1).

TEMPERATURA CORPORAL, TASA METABOLICA, CONDUCTANCIA TERMICA HUMEDA Y

COEFICIENTE RESPIRATORIO

La temperatura corporal (T.) difirié entre T,s (ANOVA de 1 via; Fg, 49 = 7,52; P < 0,001), siendo T, a
T, = 35 °C diferente de lo observado a 5 °C <T,< 25 °C (Tukey; todos P = 0,050; Tabla 1). Al realizar
el analisis de regresion segmentada para la TM, se encontrd un punto de inflexiéon en T, = 27,2 °C,

y se obtuvieron dos ecuaciones de regresion: TM (ml O,/h) =-7,36 T, + 319 y TM = 119 ml O,/h;
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por debajo y por arriba del punto de inflexidn, respectivamente (ver Fig. 2). El valor de la
conductancia himeda minima (Cygmeda Min) fue de 0,078 = 0,01 mlO,/g h °C debajo de la ZT. Se
observaron diferencias en la Cygmeda €ntre T,s (ANOVA de 1 via; Fg, 49 = 55,92; P < 0,001). Tal como
se esperaba, se detecté un incremento de la Chymeda POr encima de la ZT. A T, = 35 °C, Ia Chymeqa fU€
diferente de lo observado entre 5 °Cy 30 °C (Tukey; todos P < 0,001). Asimismo, la Cigmeda @ T = 30
°C fue diferente de lo observado por debajo de la ZT, excepto a los 25 °C (Tukey; todos P < 0,001;
25°C—-30°C; P=0,19; Fig. 2). En cuanto a la C,.,, ésta fue superior a una T, = 35 °C respecto de lo
observado a temperaturas menores (ANOVA de 1 via; Fgq9 = 20,12; P < 0,001; Tukey; todos P <
0,001; Fig. 3). El coeficiente respiratorio (R) no difirié entre T,s (ANOVA; Fs49 = 1,21; P = 0,320;

Tabla 1), manteniéndose a un valor constante de 0,88 + 0,11.

OTROS PARAMETROS FISIOLOGICOS

Tanto el agua metabdlica (AM) como el Qproqucido Mostraron el mismo patrén que la TM minima.
Dos ecuaciones diferentes se obtuvieron en cada caso: AM (mg H,0/h) =-4,56 T, + 198 a T,< 27,2
°C; AM = 73,7 mgH,0/h a T, > 27,2 °C; Quroqucido (€al/h) = -36,9 T, + 1600 a T, < 27,2 °C; Qproducido =
596 cal/h a T,> 27,2 °C. De la misma manera, Qperdido describié el mismo patrén que E: Qperdido = 197
cal/h a T,< 28,7 °C; Querdizo (cal/h) = 10,5 T, - 104 a T,> 28,7 °C. Un indicador de balance hidrico,
AM/E, difiridé a unaT, = 35 °C respecto de 5 °C; 10 °C; 15 °C; y a una T, = 30 °C respecto de 5 °C; 10
°C (Kruskal-Wallis; H = 38,36; g.l. = 6; P < 0,001; Dunn; P < 0,050). Ademas, se observaron
diferencias para Qperdido /Qproducido @ Ta = 35 °C respecto de 5 °C; 10 °C; 15 °C; y a T, = 30 °C respecto
de 5 °C; 10 °C (Kruskal-Wallis; H = 38,36; g.I. = 6; P < 0,001; Dunn; P < 0,050). Los datos se

presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1.Temperatura corporal (T.), coeficiente respiratorio (R), y parametros evaporativos y metabdlicos en individuos de Ctenomys talarum
en funcion de la temperatura ambiente (T,). Los valores se expresan como Media * DE.

T. 5°C 10 °C 15 °C 20°C 25 °C 30°C 35°C

T. 35,9+0,6 35,5+0,8° 36,0+0,8%° 36,5+0,3° 36,4+0,4%° 36,5+0,4" 37,4+40,8°
R 0,85+0,09 0,82+0,05 0,85+0,13 0,89+0,07 0,93+0,08 0,91+0,17 0,92+0,08
AM/E 0,54+0,14° 0,46+0,15° 0,39+0,05% 0,33+0,05™° 0,34+0,16°* 0,23+0,09"™ 0,18+0,03°
Querdido/ Qproducide  0,15+0,03° 0,17+0,05° 0,19+0,02% 0,23+0,04™° 0,26+0,11%* 0,38+0,18" 0,42+0,07°

AM: produccién de agua metabdlica (TMB * 0,62 mg H,0/ml O,). E: pérdida de agua por evaporacion. Querido: PErdida de calor por evaporacion
(E * 0,603 cal/mg H,0). Qproducido: Produccién de calor (TMB * 5,011 cal/ml O,). Los valores se expresan como Media * DE. Distintas letras indican

diferencias significativas entre T,s (P < 0,050).
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Figura 1. Regresion segmentada para la pérdida de agua por evaporacion (E) en funcion de la T,, para
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Figura3. Conductancia térmica humeda (Cigmeda; cUadrados) y seca (Ci.c.; triangulos) en Ctenomys
talarum en funcion de la T,. Distintas letras indican diferencias significativas en Cgmeqa €ntre T,s (P <
0,050). Diferencias en C,.., son indicadas mediante distintos niimeros (P < 0,050).

DISCUSION

Se han llevado a cabo estudios han con el objeto de determinar qué factores contribuyen con la
regulacién de E (Cortés et al., 1990; Hillenius, 1992; Tracy y Walsberg, 2001b; Cooper y Withers 2014;
Withers y Cooper, 2014), debido a su importancia como uno de los principales componentes del
presupuesto hidrico y, en consecuencia, a su relevancia a escala ecofisioldgica (Tracy y Walsberg, 2001b;
Diaz y Cortés, 2003). Ademas, la E ha sido asociada a la regulacion de la T,, otro proceso relevante al
nivel de organismo, el cual puede afectar la estructura del nicho y la distribucidon de las poblaciones
(McNab, 2002; Lovegrove et al., 2013). Es ampliamente conocido que los roedores subterrdaneos
presentan caracteristicas fisiolégicas asociadas a su habitat, tales como baja TMB y alta conductancia
térmica, respecto de roedores de superficie de similar masa corporal. Dichas adaptaciones estan
relacionadas con la reduccion de la probabilidad de sobrecalentamiento durante actividades

excavatorias (McNab, 1966; 1979; Luna et al., 2009).
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Segun Luna y Antinuchi (2007), Ctenomys talarum incurre en un costo adicional durante la excavacion
para disipar el calor producido a altas temperaturas; sin embargo, estos autores no han podido
determinar la contribucidn relativa de la pérdida de calor por evaporacion o por conduccién. Nuestros
resultados sugieren que, en esta especie, la E es una forma efectiva de pérdida de calor a altas T,s. La
pérdida de agua por evaporacién a de T,s = 35 °C se incrementa 1,33 veces respecto de la observada
entre 5 °C - 25 °C (Fig. 1), existiendo un incremento en la pérdida de calor por evaporacién a elevadas
T.s. Ademas, la temperatura corporal de los individuos de C. talarum se mantuvieron dentro de un
rango de 35,9 °Ca 37,4 °C (desde T, =5 °Ca T, = 35 °C, respectivamente). A pesar de que los cambios en
T, afectan T,, no se alcanza la hipertermia si la temperatura ambiente se mantiene por debajo de los 35
°C. Entonces, a pesar que E aumenta por encima de la ZT, la alta RH dentro de las cuevas representa un
desafio para la disipacion de calor; en consecuencia, parte de la energia caldrica deberd ser almacenada
cuando se eleva la T, (Lovegrove et al., 2013). Se ha observado que en tuco-tucos, los individuos no son
capaces de mantener su T a niveles normotérmicos a T, cercanas a los 40 °C (Busch, 1989). Es mas, a
esta temperatura, ocurre un incremento de un 63% de la TMR, revelando que la disipacién de calor es
energéticamente costosa (Busch, 1989). Esta posibilidad indica que esta especie no esta adaptada a
resistir elevados incrementos en la T,, lo cual es sustentado por el hecho de que C. talarum presenta una
distribucién mésica y templada, y que las cuevas protegen a los individuos de cambios abruptos en la
temperatura y la RH (Baudinette, 1972; Baldo et al.; datos no publicados). Sin embargo, el uso extensivo
de las cuevas no preserva a los tuco-tucos de encontrar ocasionalmente altas T,s en superficie, ya que
esta especie es activa a lo largo del dia y forrajea en superficie (Luna et al.,, 2000). A pesar de no
presentar ritmos circadianos de actividad dentro de las cuevas en el campo (Cutrera et al., 2006), aln se
desconoce si estos individuos presentan alguna regularidad en la apertura de entradas a las cuevas, ya
sea por alimentacién o para la renovacion del aire dentro de los tlneles. La variaciéon temporal en la
activacidn de trampas de captura y actividades asociadas a la ventilacién de las cuevas fue observada a
lo largo del dia (Antenucci, comunicacién personal). Probablemente, el intercambio gaseoso pueda
provocar una reduccién de la RH en el interior de las cuevas, y en consecuencia, facilitar la E cuando es
requerida.Asi, la actividad en superficie junto con la ventilacion de las cuevas podrian ser
comportamientos comunes de disipacion de calor.

Por otra parte, la conductancia térmica hiumeda aumenta con la T, con un patrén similar que la E, pero
de diferente magnitud. Como fue mencionado antes, la E aumenta ~1,3 veces a T, = 35°C, pero la G gmeda
aumenta aproximadamente 5 veces a la misma temperatura. El incremento de Cygmeda POr encima de la

ZT indica que la componente seca de la pérdida de calor es mds importante que el enfriamiento por
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evaporacion. De hecho, la conductancia térmica seca aumenta ~4 veces a T, = 35°C (ver Fig. 3). Las vias
no evaporativas de pérdida de calor estarian relacionadas con cambios en la postura, tal como fue
observado en especies marsupiales (ej. Trichosurus vulpecula, Cooper y Withers, 2008; Dasyurus
geoffroii, Schmidt et al., 2009). En tuco-tucos se observa una modificacion de la postura a altasT,s: en la
camara de medicidn, los individuos yacian tendidos con las extremidades extendidas.Asi mismo, durante
periodos de excavacién a altas temperaturas, los tuco-tucos descansan sobre su vientre —caracterizado
por pelaje menos denso que el dorsal- (Cutrera et al., 2004), presionandolo contra el sustrato que
presenta menor temperatura (Luna y Antinuchi, 2007). Entonces, la pérdida de calor por conduccion a
través del contacto con el suelo seria la forma no evaporativa mds relevante para mantener T.constante
(Baudinette, 1972; Luna y Antinuchi, 2007). Por otro lado, en varias especies se ha observado un
aumento en la pérdida de calor por evaporacion mediante el esparcimiento de saliva sobre sus pelajes,
hocicos o patas (Larcombe et al.,, 2006; Minnaar et al., 2014). Sin embargo, ninguno de estos
comportamientos fueron observados en tuco-tucos a T, = 35°C, aunque en ciertos casos orinaron y se
recostaron sobre el fluido (Luna, observacion personal).

Teniendo en cuenta todo, los amplios cambios en la Cy, ¥ E se sugiere una fuerte respuesta
termorregulatoria a altas T,s por C. talarum. AUn mas, se considera que la conduccion a través del suelo
seria la via principal de pérdida de calor, lo cual es evidente teniendo en cuenta las caracteristicas de las
cuevas de los tuco-tucos: bajo gradiente de humedad entre el individuo y la atmdsfera circundante, lo
cual resulta en un potencial evaporativo restricto (Baudinette, 1972; Luna y Antinuchi, 2007). Todos
estos mecanismos facilitarian la pérdida de calor, pero al mismo tiempo incrementarian la posibilidad de
pérdida de agua.Sin embargo, el comportamiento de ventilacion de las cuevas probablemente
contribuya a la disipacion de calor cuando la E y la conduccién no sean suficientes (ver arriba).

La produccidn de agua enddgena ocurre durante las reacciones metabdlicas (AM), y consecuentemente,
su magnitud depende de la tasa metabdlica. La relacidon entre ganancia y pérdida de agua en el cuerpo
es una medida de referencia al evaluar el presupuesto hidrico de las especies. El indice, ampliamente
utilizado, de AM/E (MacMillen y Hinds, 1983; Cortés et al., 2000a; Diaz y Cortés, 2003; Zhu et al., 2008)
se utiliza como indicador de la capacidad de conservacidon de agua de cada especie en particular.
Tedricamente, existe una T, a la cual la economia hidrica esta balanceada por un equilibrio entre AM y E
(MacMillen y Hinds, 1983). En este estudio, los valores para tuco-tucos nunca alcanzaron la unidad
(Tabla 1), sino que se mantuvieron por debajo de ~0.60 a todas las T,s. A pesar de que esta especie no
consume agua libre, la baja razon AM/E indica que los organismos requieren de la ingesta de agua

exogena para mantener el balance hidrico, especialmente si la T, se incrementa. De esta manera, se
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espera que los individuos requieran de cierto consumo de agua a través de alimentos bien hidratados,
especialmente durante periodos en los que la vegetacion presenta un menor contenido hidrico (Fanjul
et al.,, 2006). Por otro lado, el balance de Qperdido/Qproducido S€ Mantiene menor a 1 (aun a alta
temperatura: T, = 35 °C, Qperdido = 42% del Qproqucido, Ver Tabla 1). Entonces, como se sugirié previamente,
las vias no evaporativas de pérdida de calor son mas significativas que la evaporacién, aunque la
contribucion de ésta se incremente con la T,.

Finalmente, el coeficiente respiratorio es un indicador del tipo de sustrato mayormente utilizado por un
individuo en determinadas circunstancias (Schmidt-Nielsen, 1997). En este estudio, detectamos que el R
de los tuco-tucos se mantuvo constante a un valor medio de 0,883, como se observé en otro estudios
(ver Capitulo 3), sugiriendo que, a todas las T,s analizadas, se cataboliza una mezcla de sustratos
energéticos, principalmente carbohidratos y lipidos (Schmidt-Nielsen, 1997).

En conclusién, la pérdida de agua por evaporacion se mantiene baja y practicamente invariable por
debajo de la termoneutralidad, preservando el agua, mientras que no se requiere disipacién de calor.
Sin embargo, cuando la T, excede la ZT, la tasa de evaporacién se incrementa, pero también lo hace la
Chameda, contribuyendo con la disipacién de calor. Sin embargo, se ha demostrado que la C; €s mas
relevante para este proceso. Ademas, se ha observado que durante la excavacion a altas T,s (Luna y
Antinuchi, 2007), la conduccidn seria una via importante de disipacidn de calor. Asi, debido a que las
caracteristicas de las cuevas de los tuco-tucos y su estilo de vida, los mecanismos no evaporativos, y
moderadamente, los evaporativos son indispensables para la regulacion de T, evitando el
sobrecalentamiento a altas T,s.

El desarrollo de estudios sobre estrategias comportamentales relacionadas con la ventilacién de cuevas
en respuesta a variaciones en RH y temperatura atmosféricas, ayudaria a completar la perspectiva

ecofisiolégica de este estudio.
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Capitulo 3

CariTuLO 3

EFECTO DE LA ELEVADA HUMEDAD DE LAS CUEVAS SOBRE LA PERDIDA DE
AGUA POR EVAPORACION Y LOS PARAMETROS URINARIOS Y PLASMATICOS,
EN EL ROEDOR SUBTERRANEO CTENOMYS TALARUM.

INTRODUCCION

Un componente importante del presupuesto hidrico de un organismo es la pérdida de agua por
evaporacion total (E), y comprende tanto la via respiratoria como cutanea, contribuyendo esta ultima
con mas de un 70% al total (Williams y Tieleman, 2005; Cooper y Withers, 2014). A pesar de que la
contribucion relativa de ambos puede variar segun la especie (Baudinette, 1972; Hillenius, 1992;
Williams y Tieleman, 2005; Withers et al., 2012; Minnaar et al., 2014), la E total dependeria no sélo de
adaptaciones morfolégicas y fisioldgicas sino que también de variables ambientales. Asi la amplia lista
de referencias que hasta el momento sustenta que E estd determinada basicamente por mecanismos
biofisicos esta siendo puesta en discusidon (Withers y Cooper, 2014), sugiriendo que E puede ser
activamente regulada a corto plazo permitiendo hacer frente a condiciones ambientales adversas, y
ademas podria ser modificada por la aclimatacién y a lo largo del desarrollo (Tracy y Walsberg, 2001b;
Cooper y Withers, 2014; Withers y Cooper, 2014).

La regulacion de E seria un proceso complejo, ya que involucra la interaccidn entre diferentes variables
ambientales, como lo son la humedad relativa (RH) y la temperatura ambiente (T,), mecanismos
fisiolégicos, como por ejemplo la irrigacién y el sistema de contracorriente en el epitelio de los
turbinales nasales, y mecanismos comportamentales. Mientras que en ciertas especies la RH y T, tienen
una gran influencia sobre el valor de E (Baudinette, 1972; Zhu et al., 2008; Minnaar et al., 2014), en
otras la tasa de evaporacidn puede ser regulada y mantenida, dentro de un rango, sin variaciones
(Cooper y Withers, 2008; Withers y Cooper, 2014). En la zariglieya australiana Trichosurus vulpecula, se
observa que E depende de RH y que estd directamente relacionada a una Ta de 30 °C pero no a 25 °C,
probablemente asociado a la adopcidn de posturas diferentes (Cooper y Withers, 2008). Este cambio de
postura permite un descenso de la E cutanea y genera un microambiente de alta humedad, donde la
pérdida de agua por exhalacidn se reduce (Bintz y Roesbery, 1978). Ademas, Cooper y Withers (2014)
encontraron que Pseudomys albocinereus puede controlar E aun cuando los mecanismos termogénicos
estan al maximo nivel debido a un incremento en la pérdida de calor. Por otra parte, la E contribuye con

la pérdida de calor por evaporacion, en casos donde la produccion de calor excede la posibilidad de
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disiparlo por conductancia. Esto depende de la tasa metabdlica del individuo, de su temperatura
corporal y de la actividad que realice (Huynh et al., 2007; Zhu et al., 2008).

La eliminacion de agua a través de la orina es otra via importante de pérdida, particularmente en
especies que no presentan adaptaciones a nivel renal. Una mayor relacion en el espesor de
médula/corteza, como un elevado grado de irrigacidn de las asas de Henle de las nefronas, y aumento
en el nivel de expresidn de acuaporinas y transportadores idnicos, son indispensables para incrementar
la concentracion de la orina y, en consecuencia, reabsorber agua e iones o sustratos en déficit (Diaz y
Cortés, 2003; Bozinovic y Gallardo, 2006). Asi, tanto la regulacién a nivel evaporativo como renal son
procesos que contribuyen a mantener los niveles plasmaticos en equilibrio, y asi la funcionalidad del
individuo como un todo.

Las cuevas subterrdneas son un medio particular en el cual los organismos viven con una alta humedad
relativa y temperatura estables (Burda et al., 2007), siendo un ambiente interesante para determinar el
efecto de variables abidticas sobre pardmetros fisiolégicos relacionados con el balance hidrico, como la
concentracion de orina y evaporacion. En cuanto a mamiferos excavadores, se encontrd que en la ardilla
de California Otospermophilus beecheyi, la humedad ambiental tiene un efecto directo con E pero
ningun efecto sobre la tasa metabdlica basal (TMB) o la temperatura corporal (T.). Sin embargo, como el
ambiente de la cueva se mantiene estable a pesar de la fluctuacion diaria de humedad y T, en superficie,
estos parametros no afectan significativamente la fisiologia de los individuos, sustentando la idea de que
las adaptaciones comportamentales tienen un importante rol en la alostasis (Baudinette, 1972). En C.
talarum se observod una variacion temporal en actividades que estarian asociadas a la ventilacion de las
cuevas a lo largo del dia (Antenucci, comunicacion personal) y, en consecuencia, al mantenimiento de un
microclima estable dentro del nido.

A pesar de que el balance hidrico, y particularmente, E y la capacidad de concentrar la orina han sido
ampliamente estudiados en especies de desierto (Schmidt-Nielsen y Schmidt-Nielsen, 1950a; Hinds y
MacMillen, 1985; Cortés et al., 2000a; Diaz y Cortés, 2003) y también en algunos mamiferos excavadores
(Chew, 1951; Baudinette, 1972), existen pocos trabajos llevados a cabo en especies que habitan tuneles
cerrados en forma permanente (ver Buffenstein y Yahav 1991, Urison y Buffenstein, 1994), o en especies
gue viven en sistema de tuneles pero experimentan variaciones en RH y Ta durante sus salidas regulares
de forrajeo (ver Cortés et al., 2000b).

Asi, el objetivo de este capitulo fue evaluar la influencia de la humedad ambiente relativa (RH) sobre la
condicién fisiolégica del roedor subterraneo Ctenomys talarum. Particularmente, se pretendid

determinar la pérdida de agua por evaporacion (E) y pardmetros metabdlicos asociados, y valores de
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osmolaridad y concentracién de urea e iones en plasma y orina en tuco-tucos, frente a condiciones
contrastantes en la humedad atmosférica. Hipdtesis: a) Ante mediciones en aire seco, la E es alta frente
a una RH elevada (similar a las cuevas), ya que la especie no presenta estrategias para reducir la pérdida
de agua durante la exhalacion. b) La E disminuyo al descender la RH, ya que esto compromete el balance
hidrico del organismo. c) La aclimatacién, al cambio de alta a baja humedad atmosférica, fue mas
abrupta y duré menos que a la inversa. d) Frente a condiciones de mayor humedad atmosférica se
relajaron los mecanismos de concentracién de la orina, observandose una menor osmolaridad vy
concentraciéon de urea e iones en orina de roedores aclimatados a baja humedad ambiente. e) Los tuco-
tucos mantuvieron sus niveles plasmaticos relativamente constantes, independientemente de las
condiciones de aclimatacidn, ya que simularon situaciones naturales (es decir, el microclima de las

cuevas -alta humedad- y la atmédsfera en superficie -baja humedad-),

MATERIALES Y METODOS

CAPTURA Y MANTENIMIENTO DE ANIMALES

Se capturaron individuos adultos de Ctenomys talarum, en la localidad de Mar de Cobo, Buenos Aires.
En todos los casos, se determind el peso y sexo de los individuos. Se obtuvieron muestras de orina y
sangre en el campo. Los animales fueron trasladados de inmediato al bioterio del Departamento de
Biologia, en la Universidad Nacional de Mar del Plata, donde se los dispuso individualmente en cajas
plasticas de 30x40x25 cm, conteniendo un refugio y viruta de madera como sustrato. La temperatura
ambiente (T, = 25 °C) y el fotoperiodo (L:0 12:12) fueron controlados automaticamente. La alimentacién
ad libitum consistié en una dieta compuesta por batata, achicoria, lechuga, choclo y semillas de girasol.
No se proveyd de agua ya que estos organismos no la consumen en forma libre. Se dividieron a los
individuos en dos grupos, los cuales se aclimataron a: humedad atmosférica alta (100% RH) o baja (50-
60% RH). La aclimatacidn fue de 20 dias, después de la cual se procedid con los experimentos, los cuales
consistieron en dos etapas: 2) andlisis del efecto de la humedad relativa ambiente sobre la pérdida de
agua por evaporacion, tasa metabdlica de reposo y otros pardmetros asociados; 2) determinacion del
efecto de la humedad ambiente sobre la osmolaridad y contenido de urea e iones en orina y plasma.
Para ambas etapas se utilizaron conjuntos diferentes de individuos para evitar posibles efectos
dependencia entre las mediciones. La manipulacién de los animales fue llevada a cabo de acuerdo a la
guia de captura, manejo y mantenimiento de mamiferos en cautiverio de la Sociedad Americana de

Mastozoodlogos (Sikes y Gannon, 2011) y leyes actuales de Argentina.
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ETAPA 1: EFECTO DE LA HUMEDAD RELATIVA SOBRE PARAMETROS RESPIROMETRICOS.

Para evaluar el efecto de la humedad relativa (RH) sobre la pérdida de agua por evaporacién (E), los
individuos capturados fueron asignados al azar a diferentes grupos experimentales. Un grupo fue
mantenido por 25 dias en una condicion de alta humedad (99% RH), mientras que el otro grupo fue
mantenido a baja RH (50-60% RH) durante el mismo periodo. La alta RH representa la condicién natural
de la atmésfera de las cuevas de C. talarum (Baldo, datos no publicados), y una baja RH simula las
condiciones atmosféricas de superficie en el ambiente natural de esta especie. Una vez finalizada la
aclimatacién, se cambid la condicién de humedad en los grupos: los animales aclimatados a alta RH se
expusieron a baja RH (de ahora en mas grupo A-B; n = 7), y los individuos aclimatados a baja RH fueron
transferidos a un régimen de alta RH (grupo B—>A; n = 7). Se realizaron mediciones de respirometria en
el dia 0 (correspondiente al dia de intercambio de condiciones), 3, 7 y 11. Se realizé una ultima
estimacion entre los dias 21-30 (dia > 21). En todos los casos, se obtuvo el valor de E y tasa metabdlica
basal (TMB) mediante técnicas respirométricas (Lighton, 2008). Particularmente, la TMB se determind a
través del valor de consumo de O,, obtenido por un sistema computarizado de respirometria de circuito
abierto y presion positiva (Sable System, Las Vegas, USA). Cada animal fue individualmente ubicado en
una camara (1,8 1), de acrilico transparente, que recibia aire a 1,4 I/min controlado por un flujimetro
(Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, USA). Previamente a que el aire ingresara a la cdmara,
se lo hizo circular a través de un absorbente de CO, (IQB’) y agua (Drierite’). El aire excurrente fue
submuestreado a 130 + 10 mL/min para analizar la produccidon de CO, (CA-10, Sable Systems). El flujo
principal circulé nuevamente a través de absorbentes de CO,y H,0 (IQB" y Drierite”) antes de alcanzar el
analizador de O, (FC-1B, Sable Systems). Cada 0,5 segundos, se obtuvo la concentracién voltaje-
dependiente de CO, y O, mediante el programa Expedata (Sable Systems). Las lineas de base de los
datos de O, y CO, fueron convertidos a ml para cada gas mediante las ecuaciones estdndar para
respirometria (Withers, 1977). Las mediciones comenzaron 0,5 a 1 hora después de introducir al
individuo en la cdmara, de manera que el mismo se tranquilizara y se mantuviera quieto. El consumo de
O, y produccidn de CO, fueron continuamente monitoreados hasta lograr una lectura estable de 15 min
de duracién. La tasa de pérdida de agua por evaporacion se obtuvo conectando por 30 min,
inmediatamente luego del analizador de CO,, una columna conteniendo absorbente de agua (Drierite®).
Dicha columna fue pesada antes y después de la conexion, para determinar gravimétricamente la
cantidad de agua para estimar posteriormente E (ver Berstein et al., 1977 para la validacion de esta
técnica en un sistema de respirometria de flujo abierto). La medicidn se extendié entre 1,5 y 2 horas,

dependiendo del tiempo requerido en cada caso. Se descartaron aquellas mediciones durante las cuales
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los individuos orinaron y/o defecaron dentro de la cdmara. En este caso, se limpid la cdmara y se repitid
la medicién. Debido a que no se ha observado ritmo circadiano en el consumo de oxigeno (Meroi et al.,
2014), las mediciones fueron realizadas a lo largo de todo el dia. Al finalizar el experimento, se obtuvo el
peso corporal utilizando una balanza digital (+ 0,01 g), y la temperatura corporal (T.), mediante la
introduccion de 2 cm de sonda en el recto, conectada a un termémetro digital (Cole-Parmer). Se calculé
la conductancia térmica mediante C = TMB / (T. — T,), ver Seymour et al., 1998. Se obtuvo el valor de la
superficie del cuerpo (en cm2), para relativizar el valor de conductancia térmica. Esto se realizd a partir
de la masa corporal, utilizando la ecuacién de Meeh (1879) con la constante de Rubner (1883): 10 (masa

)7 (para una descripcién detallada ver Walsberg y Wolf, 1995). Para determinar diferencias

corporal
potenciales en el catabolismo de sustratos, se calculd el cociente respiratorio (R) dividiendo la tasa de
produccién de CO, por la de consumo de O, (Schmidt-Nielsen, 1997). Ademas, se obtuvieron otros
parametros calorimétricos, como la tasa de produccion de agua metabdlica (AM= TMB * 0,62 mg
H,0/ml O,; Schmidt-Nielsen y Schmidt-Nielsen, 1950b; MacMillen y Hinds, 1983), |la pérdida de calor por
evaporacion (Qpergiso = E * 0,603 cal/mg H,0; ver Stitt, 1976; Huynh et al., 2007) y el calor producido

(Qproducido = TMB * 5,011 cal/ml O,; ver Haim et al., 2008).

ETAPA 2: EFECTO DE LA HUMEDAD RELATIVA SOBRE PARAMETROS PLASMATICOS Y URINARIOS.

Como fue mencionado, para evaluar el efecto de la humedad ambiente sobre la osmolaridad vy
concentraciéon de iones y urea en plasma y orina, se utilizé un nuevo conjunto de individuos, aclimatados
por 20 dias, a alta (100% RH) o a baja humedad atmosférica (50-60% RH). Posteriormente, se procedid
con la obtencion de muestras de orina, la cual consistid en la recoleccidn por miccidon espontanea. La
muestra se almacend herméticamente y congeld a -1892 + 2 °C, para su posterior andlisis. A continuacién
se obtuvieron las muestras de plasma. Tanto para la extraccidn de sangre en campo post-captura, como
en laboratorio luego de los tratamientos, se anestesié a cada organismo con isofluorano, se lo recosto
sobre la mesa de trabajo, y se le extrajo sangre. La técnica consistid en la introduccién de un capilar en
el seno retroorbital del ojo derecho del individuo, conectado por una sonda a una jeringa de recoleccidn,
todo el sistema heparinizado. Se extrajeron entre 0,8 y 1 ml de sangre acorde al tamafio corporal. Para
obtener el hematocrito, se cargd con sangre un capilar heparinizado, que se cerré por uno de los
extremos y, una vez en el laboratorio, se centrifugd durante 15 minutos en una centrifuga para
microhematocrito (Giumelli Z-12-D®) y se leyd en un abaco de lectura. La sangre sobrante se centrifugd
a 3000 rpm por 15 minutos (Minispin, Eppendorf®) y se reservé el plasma (sobrenadante), el cual se

congeld a -182 + 2 °C, hasta su andlisis. Tanto las muestras de orina como de plasma fueron enviadas al
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laboratorio de analisis bioquimico veterinario Farestaie, en la ciudad de Mar del Plata. En ambos casos,

se obtuvieron valores de osmolaridad, concentracidn de sodio, potasio, cloruro y urea.

ESTADISTICA

Los datos fueron expresados como media = DE. En cuanto a los datos de la etapa 1, se utilizd test de
Student para determinar diferencias en el peso corporal entre el dia de captura y el dia 0, y para cada
grupo de individuos antes y después del periodo de aclimatacién. Se utilizé ANCOVA de medidas
repetidas para determinar diferencias entre dias (efectos dentro de sujetos) y grupos experimentales
(A>B vs. B>A; efecto entre sujetos) para E, TMB, AM, Querdido ¥ Qproducido €Ntre condiciones
experimentales y entre dias. En todos los casos se utilizé al peso corporal como covariable. Se realizé un
test de ANOVA de medidas repetidas para determinar diferencias en T, C, Ry los parametros obtenidos
de la combinacién de las otras variables (AM/E, Qperdido/ Qproducido)- Previamente a cada test paramétrico,
se evaluaron y confirmaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.

Para la etapa 2, se utilizd test de Student para determinar si existian diferencias entre afos de muestreo
(2013-2014), tratamientos (alta-baja RH) y sexos, para osmolaridad, concentraciones de iones y urea en
orina y plasma, y para hematocrito. En aquellos casos para los cuales que no se cumplieron los

supuestos del test paramétrico, se procedio con el andlisis no paramétrico de Mann-Whitney.

RESULTADOS

ETAPA 1: EFECTO DE LA HUMEDAD RELATIVA SOBRE EVAPORACION, METABOLISMO Y PARAMETROS

ASOCIADOS.

El peso corporal no presenté variaciones entre el dia de captura y el dia 0 de experimentacion (Student,
t13=-1,07; P =0,31), ni los individuos del grupo B-> A al finalizar el periodo de aclimatacién (ts =-1,62; P
= 0,16). Sin embargo, se observé un incremento en el peso corporal de los individuos del grupo A->B
luego del periodo de aclimatacién (146,10 £ 6,61 g a 169,12 + 6,40 g; Student; t; =-7,01; P < 0,01).

La pérdida de agua por evaporacidn fue similar entre condiciones (ANCOVA de medidas repetidas; F; ; =
1,19; P = 0,31), entre dias de experimentacion (F4 .= 1,64; P = 0,19), asi como para las interacciones (F,,
,4=0,77; P =0,56; ver Tabla 1).

No se detectaron diferencias para la TMB entre grupos (ANCOVA de medidas repetidas; F; ; < 0,01; P =
0,98) entre dias (F,; ,3 = 0,42; P = 0,80) ni para la interaccién (Fg4, 5 = 0,38; P = 0,82), similar a lo que
ocurrié con la conductancia térmica (ANOVA de medidas repetidas; entre condiciones F; 1, =0,71; P =

0,42; entre dias F4 43 = 1,07; P = 0,38; para la interaccién Fg 45 = 1,95; P = 0,12). La temperatura corporal
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fue diferente entre condiciones experimentales (ANOVA de medidas repetidas; F; 1, = 11,22; P = 0,01),
pero no entre dias o la interaccién (F,; 43 = 2,06; P = 0,11; F, 43 = 0,68; P = 0,59; respectivamente). El
cociente respiratorio también fue diferente entre grupos experimentales (ANOVA de medidas repetidas;
Fi, 1, = 17,09; P = 0,01), pero no entre dias ni su interaccién (F,4 45 = 0,83; P = 0,51; F4 43 = 0,38; P = 0,82;
respectivamente). Ver Tabla 1.

En cuanto al resto de las variables, ninguna fue afectada por el régimen de humedad ni el periodo de
aclimatacién. Asi, fueron obtenidos valores similares para AM entre dias y condiciones experimentales
(ANCOVA de medidas repetidas; condicion F; ;< 0,01; P =0,99; dia F4 3 = 0,36; P = 0,84; interaccion F, 55
=0,41; P = 0,80), Qproducido (condicion Fy ; = 0,03; P = 0,87; dia Fy 23 = 0,31; P = 0,87; interaccidn Fy »5 =
0,71; P =0,59), ¥y Qperdido (condicion Fy 7 =1,19; P =0,31; dia F4 25 = 1,64; P = 0,19; interaccién F, ,3 = 0,77,
P = 0,56; Tabla 1). Las proporciones calculadas difirieron sélo entre ciertos dias (ANOVA de medidas
repetidas; AM/E F; 1, = 0,06; P = 0,82; dias F4 43 = 3,21; P = 0,02; interaccidn F, 45 = 1,59; P = 1,19;
Querdido/ Qproducido F1,12 = 0,27; P = 0,61; dia F4 43 = 3,81; P = 0,01; interaccion Fy 45 = 2,59; P =0,05; Tabla 2).
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Tabla 1. Pérdida de agua por evaporacion (E), tasa metabdlica basal (TMB), cociente respiratorio (R), temperatura corporal (7)), y
conductancia térmica (C) en individuos de Ctenomys talarum para ambos grupos experimentales: A->B (aclimatados a alta humedad
ambiente y transferidos a un régimen de baja RH) y B->A (aclimatados a baja RH y transferidos a un régimen de alta humedad ambiente). Los

valores se expresan como Media + DE.

Dia 0

Dia3

Dia 7

Dia 11

Dia >21

Peso corporal (g)

E (mg H,0/h)

TMB (mL 0,/h)

T.(°C)’

C (mL O,/°Ch)

A->B
B->A
A->B
B->A
A-B
B->A
A-B
B->A
A-B
B->A
A-B

B->A

146,1+17,51
162,41 29,21
668,61 + 286,55
451,97 + 208,94
140,21 + 23,34
135,36 + 18,42
0,92+0,07
0,86+0,12
359+0,4
35,5+0,6
12,90 +2,28
(270,85 + 40,08)"
12,99+ 2,14
(256,68 + 44,76)

150,46 + 18,10
160,71 + 27,25
493,63 + 221,62
614,68 + 126,83
122,40 + 26,72
140,50 + 28,13
0,90+0,07
0,82+0,08
35,9+0,4
35,1+0,4
11,36 + 2,31
(234,88 + 49,40)
13,93 + 2,39
(277,85 + 54,71)

155,31 + 18,52
159,35 + 29,32
454,18 + 257,14
452,78 + 198,18
148,01 + 15,63
144,72 + 29,28
0,96+0,11
0,830,07
36,0+0,5
35,0+0,7
13,47 + 1,07
(272,22 + 19,01)
14,42 + 2,85
(287,43 + 48,95)

161,44 + 18,93
164,43 + 27,75
373,98 + 35,57

486,90 + 141,57
141,48 + 22,03
151,13 + 11,95

0,97+0,09
0,88+0,01
35,8+ 0,4
35,0+0,8
13,12 + 2,06
(257,24 + 31,62)
15,12 + 0,97
(297,52 + 42,65)

169,12 + 16,94
167,61+ 27,35

527,06 + 165,61

389,80 + 99,97

153,70 + 22,29

148,30 + 15,37
0,92+0,01
0,87+0,01
35,6 +0,3
34,9+0,9

14,58 + 1,97

(278,63 + 40,73)

15,07 + 1,60

(291,24 + 36,08)

T.y R fueron diferentes sélo entre grupos experimentales (ambos, P = 0,01; ver Resultados). ‘entre paréntesis, conductancia térmica minima (en

W/°C cm?) estimada en funcidn de la superficie corporal (ver Materiales y métodos).
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Tabla 2. Parametros evaporativos y metabdlicos estimados en individuos de Ctenomys talarum para ambos grupos experimentales: A->B
(aclimatados a alta humedad ambiente y transferidos a un régimen de baja RH) y B->A (aclimatados a baja RH y transferidos a un regimen de
alta humedad ambiente). AM: produccion de agua metabélica (TMB * 0,62 mg H,0/ml O;). Qgroducido: €alor producido (TMB* 5,011 cal/ml O,).
Qqerdido: calor perdido por evaporacion (E * 0,603 cal/mg H,0). Los valores se expresan como Media * DE.

Dia 0 Dia 3 Dia7 Dia 11 Dia >21
AM (mg H,0/h) A->B 86,93 + 14,47 76,73 £16,76 91,76 £ 9,69 87,71 £ 13,66 95,29 + 13,82
B->A 83,92+11,42 87,11+ 17,44 89,73 £ 18,15 93,70+ 7,41 91,95 +9,53
AM/E A->B 0,16 £ 0,09 0,17 £0,05 0,26 £0,14 0,24 + 0,05 0,20+ 0,08
B->A 0,22 £0,09 0,15 £ 0,06 0,23+0,11 0,21 +0,07 0,25+ 0,06
Quroducido (€al/h) A->B 702,51 + 116,93 620,12 + 135,43 741,58 + 78,32 708,87 + 110,36 770,10+ 111,70
B->A 678,22 £+ 92,30 703,97 + 140,95 725,13 + 146,69 757,21 £ 59,85 743,05 £ 77,04
Querdido (cal/h) A->B 403,1+172,76 297,6 £ 133,61 273,82 + 155,02 225,47 + 21,44 317,76 £ 99,85
B->A 272,49 + 125,97 370,58 + 76,46 272,98 £119,48 293,55 + 85,35 235,01 £ 60,27
Querdido / Qoroducido A-B 0,59+ 0,26 0,48+0,19 0,36 +0,19 0,33+0,08 0,42 0,15
B->A 0,41 +0,02 0,55+0,14 0,39+0,19 0,39+0,11 0,31+0,07
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ETAPA 2: EFECTO DE LA HUMEDAD RELATIVA SOBRE VALORES URINARIOS Y PLASMATICOS.

No se detectd efecto de la aclimatacidon a alta y baja humedad ambiente a nivel plasmdatico para
osmolaridad, sodio, potasio, cloruro y hematocrito (P> 0,05 en todos los casos; ver Figura 1), pero si se
detectd diferencias en la concentracidon de cloruro en orina entre tratamientos (Mann-Whitney; U =
156,00; T = 159,00; n (menor)= 14; n (mayor)= 15; P = 0,028), no asi para el resto de los pardmetros
evaluados (P > 0,05). Se detectaron diferencias en plasma antes y después de los tratamientos en el
hematocrito (Mann-Whitney; U = 992,00; T = 806,00; n (menor)= 31; n (mayor)= 42; P < 0,001), siendo
mayor en los valores de cautiverio respecto de los de campo (48,83 + 6,53 % vs 45,77 + 3,02 %).

Se observaron diferencias marginales entre sexos para urea plasmdtica en condiciones naturales
(Student; t =-2,076; g.l. = 35; P = 0,045), pero valores similares para el resto de los parametros (P > 0,05;
en todos los casos). A su vez, se detectaron diferencias entre los afios de muestreo para osmolaridad,
sodio y cloruro en plasma en campo (Mann-Whitney; osmolaridad U = 0,00; T = 427,00; n(menor)= 14;
n(mayor)= 23; P <0,001; sodio U = 0,000; T = 480,00; n(menor)= 15; n(mayor)= 24; P <0,001; cloruro U =
4,50; T = 475,50; n(menor)= 15; n(mayor)= 24; P <0,001) y en cautiverio (Mann-Whitney; osmolaridad U
=2,00; T = 128,00; n(menor)=5; n(mayor)= 23; P < 0,001; sodio U =9,00; T = 381,00; n (menor)=13; n
(mayor)= 23; P < 0,001; cloruro Student, t = 5,81; g.l. = 34; P < 0,001), independientemente del
tratamiento (P > 0,05). Los valores de osmolaridad, sodio y cloruro fueron mayores en el 2013, que al
afio siguiente (osmolaridad: 449,20 * 65,25 vs 337,261 + 15,12 mOsm/Kg; sodio: 180,54 * 15,35 vs
158,61 + 5,37 mmol/l; cloruro: 119,46 + 10,49 vs 102,56 * 6,96 mmol/l). No se observaron diferencias

para el resto de las variables plasmaticas, ni urinarias, entre afios (P > 0,05).
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Figura 1. Valores plasmaticos y urinarios luego de la aclimatacién a un regimen de humedad
atmosférica baja, en individuos de Ctenomys talarum. Osmolaridad en mOsm/kg; concentracién
de urea en mg/dl, concentracién de sodio, potasio y cloruro en mmol/l, hematocrito en %.
Valores expresados en Media + DE. * indica diferencias significativas.

DISCUSION

Las vias mas importantes de pérdida de agua, tanto la pulmocutanea (E) como la renal, han sido
estudiadas ampliamente en diversos mamiferos, particularmente en roedores de desierto (Diaz y Cortés,
2003). La contribucién de cada via depende de la especie, las estrategias de las que dispone para
conservar el agua, y de su ambiente. Sin embargo, la E es la principal forma de pérdida de calor,
particularmente en especies que viven en ambientes calidos y secos (Tracy y Walsberg, 2002), y
caracterizadas por una alta proporcién superficie/volumen (Chew, 1951; Cortés et al., 2000a). Sin
embargo, aquellos animales que viven en ambientes mésicos también presentarian adaptaciones que
previenen la pérdida de agua. A pesar de que la E es superior que en especies de climas extremos,
qguienes presentan adaptaciones especiales para evitar la pérdida de agua (Cortés et al., 2000a; Tracy y
Walsberg, 2002), las especies mésicas también presentan mecanismos que regulan la evaporacién que
permiten mantener el balance hidrico (Tracy y Walsberg, 2001b; Bozinovic et al., 2011), aun teniendo en
cuenta su masa corporal y filogenia. Asi, la pérdida de agua por evaporaciéon es un caracter limitado por
caracteristicas ambientales, que muestra una baja sefial filogenética (Van Sant et al., 2012).

En el caso del roedor subterraneo Ctenomys talarum, quien habita cuevas saturadas de vapor de agua, y

que difieren ampliamente respecto de las condiciones externas, se encontré que su E total es
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independiente de la RH ambiente. Asi, el efecto de cambiar la humedad atmosférica no seria suficiente
para desencadenar un ajuste en la tasa de evaporacidn, o dentro de cierto rango, la pérdida de agua por
evaporacién estaria estrictamente controlada fisiolégicamente. La estabilidad de la TMB, condicionada
por la tasa de produccidon de calor, resulta en una baja tasa de evaporacidn, que contribuye con el
presupuesto hidrico. Valores constantes de E fueron observados en otros mamiferos y no seria un
proceso pasivo (Cooper y Withers, 2014). Ademas, la independencia de E respecto de la diferencia en la
presién de vapor de agua entre el individuo y el ambiente seria mas comun en endotermos de lo que se
ha supuesto (Withers y Cooper, 2014).

Un componente de la E es la pérdida de agua por respiracion y depende, no solo pero en gran medida,
del gradiente de la presién de vapor de agua entre los individuos y la atmdsfera circundante (Gates,
2012). En el caso de los tuco-tucos, el pequefio gradiente atmosférico dentro de las cuevas prevendria la
evaporacion ya que, a pesar de exhalar aire cargado de agua, el aire inhalado también es altamente
humedo. Entonces, se espera que dentro de las cuevas ocurra una baja pérdida de agua corporal en
cada ciclo respiratorio, y asi, se favorezca la conservacion de agua. De esta manera, estrategias
comportamentales, tales como vivir dentro de una cueva cerrada, puede ser suficiente para reducir la E
(Chew, 1951; Gettinger, 1984; Cooper y Withers, 2008; Gates, 2012). Por otro lado, los individuos
encuentran una gran variacién en la presién de vapor de agua respecto de la superficie, cuando salen
para forrajear, dispersarse o reproducirse. Sin embargo, en este estudio no detectamos variaciones en E
para individuos aclimatados a humedades ambientales contrastantes durante mediciones en aire seco.
En este contexto seria importante, en futuros estudios, medir tasas de evaporacién bajo flujos de aire
saturados de vapor de agua, y asi extrapolar estos valores a lo que ocurre en condiciones naturales (en
cuevas). Aun asi, la medicién en aire seco permitié evidenciar la estabilidad de E en ambas condiciones
de aclimatacion, frente a la situacion mas extrema posible donde la humedad atmosférica es nula.

Se han desarrollado indicadores de la eficiencia de regulacion del agua corporal, algunos de ellos
asociados a adaptaciones a nivel renal (Bozinovic y Gallardo, 2006). A nivel morfolégico, la razén entre el
espesor de médula/corteza 6 ecuaciones que involucren espesor medular respecto del volumen del
rifién, sugieren cierta capacidad de concentracién urinaria (Diaz y Cortés, 2003). De hecho, se ha
demostrado que el grosor medular y la masa renal, corregidos por la masa corporal, estan relacionados
con las caracteristicas del habitat, se correlacionan positivamente con la concentracién urinaria, y
presentan sefial filogenética (Al-kahtani et al., 2004). Si bien se ha observado que especies de Ctenomys
de ambientes xéricos presentan una alta relacion entre el espesor medular y volumen renal en funcién

de su peso corporal (Diaz y Cortés, 2003), el indice médula/corteza para C. talarum es de M/C=2,3
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(Lauria De Cidre, 1974), similar al de Ctenomys opimus y menor al de Ctenomys eremophylus y Ctenomys
fulvus (<50%; Diaz y Cortés, 2003). Asi también, la concentracién de orina en C. talarum (ver Resultados,
y en Capitulos 1), en condiciones no extremas es de 1/3 a 1/4 de la de C. eremophylus (Diaz, 2001), pero
se han obtenido valores similares en situaciones puntuales, incluyendo la modificacién en la dieta (ver
Capitulos 1 y 4). Particularmente, en este estudio no se detectaron diferencias en los niveles de
concentracién urinaria ni en sus niveles de urea, sodio y potasio bajo la aclimatacidn a humedades
ambientales contrastantes. Sin embargo, se observd una diferencia en la concentracidn de cloruro en
orina. Considerando que los valores plasmaticos no variaron entre condiciones, y que C. talarum es
capaz de modificar la osmolaridad urinaria (ver Capitulos 1 y 4), las condiciones ambientales naturales
no representan un desafio para esta especie.

Ademads, otros indicadores del nivel de regulacion hidrica fueron desarrollados a nivel respiratorio y
metabdlico (ver Bozinovic y Gallardo, 2006). MacMillen y Hinds (1983) propusieron la proporcién AM/E
como un indicador fisioldgico de la eficiencia en la regulacién del agua, sugiriendo que existe una T, a la
cual un individuo puede sobrevivir bajo una dieta seca y sin provision de agua exdgena, y ésta se
corresponde con aquella a la cual AM/E = 1. En este estudio, se evaludé este parametro bajo
termoneutralidad (T, = 25 °C; Busch, 1989), obteniéndose un valore reducido (0,16 — 0,22 para
individuos aclimatados a alta y baja RH respectivamente, al dia 0. Ver Tabla 2). Es mas, para tuco-tucos
no existe una T, a la cual la razén alcance la unidad (ver Capitulo 2). Entonces, a pesar de que estos
individuos no consumen agua libre, se espera que requieran cierto nivel de consumo de alimentos
hidratados para mantener el balance hidrico, y que aumenten el consumo de biomasa durante aquellos
periodos en los que la vegetacién baje su contenido de agua (Fanjul et al., 2006).

La pérdida de agua por evaporacion depende tanto de la humedad como el gradiente térmico entre los
individuos y la atmdsfera circundante (Edwards y Haines, 1978), y es una de las vias de disipacién de
calor. De esta manera, la pérdida de calor por evaporacion (Qperdido) €5 UNO de los componentes de la
conductancia térmica, la cual es una medida del intercambio de calor y depende no sélo de las
caracteristicas del individuo, como TMB y T, pero también de las condiciones ambientales (MacNab,
1966). Al igual que otros roedores subterraneos, Ctenomys talarum, se caracteriza por una baja tasa
metabdlica, y consecuente baja tasa de produccién de calor, y una alta conductancia térmica en
comparacién con roedores de superficie de masa corporal similar (MacNab, 1966; ver Luna et al, 2009).
En este estudio no se detectd variacién en la TMB entre condiciones experimentales o dias, lo que
sugiere que la RH ambiental no tendria efecto sobre el costo minimo, tal como ocurre en otros roedores

(Baudinette, 1972; Edwards y Haines, 1978). Sin embargo, se observé que R y T, difirieron entre
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tratamientos, siendo mayor para el grupo A->B en ambos casos (ver Tabla 1). El cociente respiratorio es
un indicador del tipo de sustrato energético principalmente utilizado por un individuo (Schmidt-Nielsen,
1975). A pesar de las diferencias observadas, ambos grupos usarian glicidos como fuente principal (0,82
< R £0,96). Sin embargo, debido a que R < 1, otros sustratos también estan siendo metabolizados. Son
necesarios mas estudios para determinar su naturaleza y nivel de contribucidon (Schmidt-Nielsen y
Schmidt-Nielsen, 1950b), principalmente para el grupo B—>A, el cual presenta el menor valor de R, y para
el cual la oxidacion de lipidos podria estar proveyendo de una mayor cantidad de agua y calor. Sin
embargo, estas diferencias en R podrian ser consecuencia de la disparidad en el peso corporal de los
grupos, reflejandose en un uso diferencial de sustratos, y no resultado de la condiciéon en la humedad
ambiente.

Con respecto a T, mientras otros estudios no han encontrado variacion relacionada con la RH ambiente
(Baudinette, 1972; Edwards y Haines, 1978), otros han detectado una leve correlacion (Kay, 1975). En
Dasykaluta rosamondae se observé independencia de T, y de E, a T,s dentro del rango de
termoneutralidad. Entonces, el agua es conservada a bajas RH y T,, ya que no serian necesarios ajustes
en la cantidad de calor perdido para mantener una constancia térmica. Sin embargo, la T, aumentd
frente a una RH > 80%, demostrando termolabilidad (Withers y Cooper, 2014). Para tuco-tucos se
observé el mismo patroén: valores superiores en T, para el grupo aclimatado a alta RH. A pesar de que la
E total no mostré variaciones, se asume que la reducida capacidad de disipacion de calor a través de la
evaporacion frente a una alta presidn de vapor, resultaria en una elevacion de la T, (Edwards y Haines,
1978).

Finalmente, es importante estandarizar mediciones para poder realizar comparaciones interespecificas,
pero también seria necesario representar las condiciones naturales del ambiente del organismo, para
poder extrapolar a lo que ocurre en condiciones silvestres, y lograr detectar cuales son los desafios que
los individuos enfrentan. En muchos estudios, los valores de E han sido obtenidos en aire seco y sin
considerar las condiciones naturales del individuo, ya sea si el animal habita un ambiente mésico o
xérico, o si permanece en superficie o es subterraneo. Asi, si comparamos la E para tuco-tucos con el
valor obtenido por las ecuaciones alométricas estandar para roedores de ambientes xéricos y mésicos
(ver Cortés et al., 2000a), encontramos un valor mucho mayor al esperado (ver Tabla 3). Este mismo
patron fue observado en otros roedores subterraneos, tal como Thomomys bottae (ver Tabla 3). Sin
embargo, la E para C. talarum es diferente a la de otros roedores fosoriales, como Heterocephalus
glaber (ver Tabla 3). Esto puede estar asociado a una diferencia en el comportamiento de ambas

especies: mientras que la rata topo es un roedor fosorial estricto, los tuco-tucos se exponen a cambios
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importantes a la RH cuando salen a superficie, con lo que podrian presentar un mayor control de sus
mecanismos evaporativos y asi mantener reducida la pérdida de agua, respecto de lo que ocurre en H.
glaber.

En conclusién, se sugiere que los tuco-tucos logran su balance hidrico ya que son capaces de mantener
sus niveles plasmaticos de osmolaridad y concentracion de iones, independientemente de la RH
atmosférica. A su vez, se demostrd que C. talarum puede mantener la tasa de evaporacién total
independientemente de la condicion de humedad ambiente. A pesar del tiempo que esta especie
naturalmente se encuentra fuera de su cueva (Luna et al., 2000; Vassallo, 2006), y de los cambios
atmosféricos que por ello experimenta, la capacidad de estabilizar la tasa de evaporacién estaria
asociada a la adaptacién a ambientes secos a través de su reduccidn al minimo posible. En relacién a
esto, se ha propuesto el surgimiento de la fosorialidad como un mecanismo de supervivencia frente a un
incremento en la aridez (Nevo, 1979). Sin embargo, otros estudios son necesarios para evaluar la
variacion fenotipica intraespecifica a lo largo de un gradiente ambiental (Tracy y Walsberg, 20013;

2001b; Bozinovic et al., 2011; Diaz y Cortés, 2003).
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Tabla 3. Datos para pérdida de agua por evaporacion (E) para roedores subterraneos. Los valores esperados de E para especies xéricas (°E =
5,97 M**®) y mésicas (°E = 17,27 M"***) fueron calculados utilizando ecuaciones alométricas obtenidas por Cortés et al. (2000a).

Condiciones de E medido )
Especies Aclimatacion a °E (xéricos) E (mésicos) Referencias
medicién (mg H,0/gh)
Ctenomys talarum 99% RH, 25 °C * Aire seco, 25 °C 4,55+ 0,64 0,75 1,22 1
Ctenomys talarum 50-60% RH, 25 °C Aire seco, 25 °C 2,80+0,42 0,72 1,16 1
RH desconocida, 10-25
Ctenomys opimus Desconocida 1,56 0,60 0,92 2
°C
Ctenomys fulvus 60% RH, 21 °C * 60% RH, 10-25 °C 1,26 0,61 0,94 3
Heterocephalus glaber 70-80% RH, 30 °C * 50-60% RH, 31-34 °C 16,59 1,25 2,34 4
RH desconocida, 24-31
Thomomys bottae RH desconocida, 27,5 °C 4,30 0,86 1,45 5
°C

*Condiciones similares a las de la atmdsfera de las cuevas. Referencias: 'Este estudio; “Diaz y Cortes (2003); *Cortes et al. (2000b); *Buffenstein y
Yahav (1991); *Gettinger (1984).



Capitulo 4

CAapiTULO 4
EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL BALANCE HIDROSALINO EN EL ROEDOR
SUBTERRANEO CTENOMYS TALARUM.

INTRODUCCION

En organismos cuyo balance hidrosalino esta limitado ya sea por la disponibilidad de agua o por
caracteristicas fisiolégicas o comportamentales adquiridas a lo largo de su historia evolutiva, la
abundancia, calidad y diversidad de la dieta son factores fundamentales para el presupuesto vy el
mantenimiento de dicho balance (Diaz y Cortés, 2003; Fanjul et al., 2006; del Valle et al., 2006). A
su vez, las especies que presentan selectividad sobre la dieta y/o que consumen agua sélo a través
de los alimentos se pueden ver mas afectadas frente a cambios ambientales que limitan la
disponibilidad de agua. Por ello, se espera que estas especies presenten cierta capacidad de
regular la pérdida de agua mediante distintas vias, como lo son la evapotranspiracién, la orina, y
las heces (Bozinovic y Gallardo, 2006).

En el caso de los roedores subterraneos, si bien se espera que la pérdida de agua por evaporacién
(E) esté restringida por su origen evolutivo en ambientes aridos y favorecida por la alta humedad
de sus cuevas (McNab, 1966), se ha encontrado tasas diferentes segun la especie (ver Capitulo 3;
Diaz y Cortes, 2003; Cortés et al., 2000a; Buffenstein y Yahav, 1991; Gettinger, 1984). A su vez,
especies como Dipodomys merriami han mostrado ajustes en E bajo condiciones de restriccidon
hidrica (Tracy y Walsberg, 2001b).

En cuanto a la capacidad de concentrar la orina y asi reducir la pérdida de agua por esta via, existe
una alta influencia de la filogenia y del ambiente (Al-kahtani et al., 2004), y también es un caracter
qgue presenta gran plasticidad cuando se evalla bajo condiciones contrastantes de alimentacién
(Gallardo et al., 2005; Yahav et al., 1990; Urison y Buffenstein, 1994). Sin embargo, esto depende
de la especie y las condiciones a las que los individuos se exponen (Ntshotsho et al., 2004). De la
misma manera, se observan diferencias en la capacidad de reabsorcidn del agua contenida en las
heces (ver Tracy y Walsberg, 2001a).

En capitulos anteriores se reportd variacion estacional en E y en la concentracién de orina para
Ctenomys talarum (Capitulo 1), y modificacion de la evaporacion en funcidn de la temperatura

ambiente (Capitulo 2), mientras que la humedad ambiente en general no tuvo efectos sobre
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parametros urinarios ni E (Capitulo 3). Sin embargo, otro factor que se modifica a los largo de las
estaciones es la dieta (ver Capitulo 1), y se espera que tenga efectos sobre el equilibrio hidrosalino
y/o su ajuste. Mas aun, por habitar y alimentarse de pastizales costeros, la dieta de C. talarum
estaria afectada por la salinidad extra proveniente del rocio marino generado por el efecto del
viento sobre el mar. Asi, el objetivo de este capitulo fue evaluar aspectos del balance hidrosalino
en Ctenomys talarum, en respuesta a variaciones en la dieta. Particularmente, se evalud pérdida
de agua por evaporacion, heces y orina frente a la administracion del pasto Panicum racemosum,
con distinto contenido de sales y agua. Ademas, se evalué osmolaridad y contenido de iones y
urea en plasma y orina frente a los distintos tratamientos. También se comparé la tasa de filtrado
glomerular, y se analizé el hematocrito y glucemia de los individuos al final del periodo de
experimentacion. Hipdtesis: a) Los individuos bajo dieta restringida en agua y dieta con sobrecarga
de sales presentaron un menor grado de hidratacidén, mayor osmolaridad y concentracién de iones
en orina, y una menor tasa de filtrado glomerular, respecto de individuos sometidos a dieta con
mayor contenido de agua. b) Organismos bajo restriccion hidrica mostraron una menor tasa de
evaporacién, y una mayor produccion de agua metabdlica. c) Debido a que los tratamientos
simularon las condiciones naturales mds extremas a las que estan expuestos, los individuos fueron
capaces de osmorregular y mantener su condicién fisiolégica, reflejando similares valores

plasmaticos independientemente del tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

CAPTURA Y ACLIMATACION

Se capturaron 40 individuos adultos de Ctenomys talarum, en la localidad de Mar de Cobo, Buenos
Aires. Los mismos fueron trasladados de inmediato al bioterio del Departamento de Biologia, en la
Universidad Nacional de Mar del Plata, donde se los dispuso individualmente en cajas plasticas de
30x40x25 cm (“caja nido”), conteniendo un refugio y viruta de madera humeda, las que fueron
limpiadas regularmente. Los individuos fueron mantenidos a una temperatura ambiente (T,) de 25
°C, humedad ambiente relativa (RH) del 100% y un régimen de L:0 12:12. El periodo de
aclimatacidn se extendid 7 dias, durante los cuales los individuos fueron alimentados ad libitum
con una dieta compuesta por Panicum racemosum, batata, achicoria, lechuga, choclo y semillas de
girasol. No se ofrecié agua ya que estos organismos no la consumen en forma libre, sino que a

través de los alimentos.
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TRATAMIENTOS

A partir del 8vo dia de la captura (ver Figura 1), los individuos de C. talarum fueron divididos en 4
grupos, los cuales fueron alimentados exclusivamente con P. racemosum, proveniente de los
médanos de Mar de Cobo, lavado con agua corriente y destilada, y secado en su superficie por
evaporacién, de manera de eliminar las sales superficiales. Segun el tratamiento, el pasto “base”
descripto fue procesado diferencialmente: tratamiento 1 (T1), pasto base deshidratado (con 25-
30% del peso en agua, similar al minimo determinado en campo, Fanjul et al., 2006); tratamiento 2
(T2), pasto base sin procesar (contenido de agua de un 60-70%); tratamiento 3 (T3), pasto base
rociado con agua destilada (contenido de agua de un 70-80%); tratamiento 4 (T4), pasto base

rociado con agua de mar (contenido de agua de un 70-80% + sales, simulando el efecto del rocio

marino).
RESPIROMETRIA, RESPIROMETRIA,
| 1 | 1 T >
0 7 8 17 19 23 Dias
- ) — _

' Y
ACLIMATACION TRATAMIENTOS: DIETA

Figura 1. Cronograma de la experimentacidn.

De manera de controlar el estado de hidratacién de la racidon de pasto ofrecida, se realizaron
pruebas en las que se determind que existia una constancia en el contenido hidrico de P.
racemosum por 12 horas consecutivas. De esta manera para poder asegurar el contenido de agua
del alimento, los individuos fueron alimentados cada 12 horas, retirando todo excedente de pasto
de la racién anterior. Ademas, a modo de control de deshidratacién dentro de las cajas nido de
cada individuo, se introdujo una porcién del mismo pasto, envuelta en rejilla metalica (para evitar
su consumo y mantener bajo la misma atmodsfera), que también fue retirada a las 12 hs y
cuantificada su humedad. La duracidn de los tratamientos fue de 10 dias (d), comenzando al d8, y
finalizando el d19 por la mafiana.

Para evitar un posible consumo de viruta de madera de las cajas nido, y de facilitar la
cuantificacion de pasto consumido y heces producidas (ver mas abajo), se realizé una modificacion
en el piso de las cajas a partir del d8: se ubicd una rejilla metalica sobre la cual se movilizaban los

individuos y a través de la cual caian las sobras de alimento y heces eliminadas. Por debajo de la
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rejilla se ubicd una capa de algodén himedo que contribuia al mantenimiento de una RH

atmosférica constante del 100% a una temperatura ambiente de 25 °C.

PESO CORPORAL

El peso corporal (P) de cada organismo fue obtenido diariamente a lo largo de la experimentacion,
de manera de evitar excesiva pérdida de peso, utilizando una balanza digital (+ 0,01 g). En los
casos en que el peso de los individuos alcanzé el 75% del peso respecto de la captura (d0), los
mismos no se utilizaron para la experimentacién, y fueron alimentados ad libitum con dieta mixta,

similar a la de la aclimatacién hasta que recuperaron su peso y fueron liberados al campo.

RESPIROMETRIA

En los dias 7 y 17 desde la captura, es decir previa y posteriormente a la aplicacién de los
tratamientos, se realizaron mediciones de la tasa de pérdida de agua por evaporacién (E) y de la
tasa metabdlica basal (TMB; ver Figura 1), utilizando un sistema de respirometria de circuito
abierto (Lighton, 2008). La tasa metabdlica basal se determiné a través del valor de consumo de
0,, obtenido por un sistema computarizado de respirometria de circuito abierto y presion positiva
(Sable System, Las Vegas, USA). Cada animal fue individualmente ubicado en una camara (1,8 )
que recibia aire a 1,4 I/min controlado por un flujimetro (Cole-Parmerinstrument Company,
Vernon Hills, USA). Antes de ingresar a la cdmara, el aire pasaba a través de un absorbente de CO,
(IQB") y agua (Drierite”). El aire excurrente de la misma fue submuestreado a 130 + 10 mL/min. Se
lo hizo circular por un analizador de CO, (CA-10, Sable Systems) para determinar su produccién.
Luego, se hizo pasar el aire nuevamente por absorbentes de CO,y H,O (IQB" and Drierite’) antes
de alcanzar el analizador de O, (FC-1B, Sable Systems). Cada 0,5 segundos, se obtuvo la
concentracién voltaje-dependiente de CO,y O, mediante el programa Expedata (Sable Systems).
Las lineas de base de los datos de O,y CO,fueron convertidos a ml de cada gas usando ecuaciones
estandar de respirometria (Withers, 1977). Las mediciones comenzaron 0,5 a 1 hora después de
introducir al individuo en la cdmara, de manera que el mismo se tranquilizara y mantuviese quieto.
El consumo de O, y produccidn de CO, fueron continuamente monitoreados hasta lograr una
lectura estable de 15 min de duracién. La tasa de pérdida de agua por evaporacion se obtuvo
conectando por 30 min, inmediatamente luego del analizador de CO,, una columna conteniendo
absorbente de agua (Drierite’). Dicha columna fue pesada (+ 0,0001 g) antes y después de la

conexién, para determinar gravimétricamente el valor de E (ver Berstein et al., 1977 para la
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validacién de esta técnica en un sistema de respirometria de flujo abierto). La medicidn duré entre
1,5y 2 horas, dependiendo del tiempo requerido en cada caso. En los casos en que los individuos
orinaron y/o defecaron dentro de la camara, los datos fueron descartados y la camara fue
limpiada para luego repetir la medicion. Debido a que no se ha observado ritmo circadiano en el
consumo de oxigeno (Meroi et al., 2014), las mediciones fueron realizadas a lo largo de todo el dia.
Al finalizar, se obtuvo la temperatura corporal (T.), rectalmente, mediante un termdémetro digital
(Cole-Parmer). Se calculd la conductancia térmica himeda (Chymeds) mediante Chimede= TMB / (T —
T.), ver McNab, 1980. Para determinar diferencias potenciales en el catabolismo de sustratos, se
calculd el coeficiente respiratorio (R) dividiendo la tasa de produccién de CO, por la de consumo
de O, (Schmidt-Nielsen, 1997). Ademas, se obtuvieron otros parametros, como la tasa de
produccidén de agua metabdlica (AM = TMB* 0,62 mg H,0/ml O,; Schmidt-Nielsen y Schmidt-
Nielsen, 1950b; MacMillen and Hinds, 1983), la pérdida de calor por evaporacion (Qperdigo = E *
0,603 cal/mg H,0; ver Stitt, 1976; Huynh et al., 2007) y el calor producido (Qproduciso = TMB * 5,011
cal/ml O,; ver Haim et al., 2008). Finalmente, se estimd la conductancia térmica seca (Csecq)

mediante Cseca= (Qproducido'Qperdido) / (Tc - Ta)-

ANALISIS DE ORINA Y HECES

Posteriormente a cada medicién de respirometria (d7 y d17), se dispuso a cada individuo en una
caja metabdlica (Figura 2), compuesta por dos compartimentos separados por una rejilla metalica:
la parte superior contiene al organismo, y la inferior colecta orina y heces separadamente. Esta
consiste en un embudo donde caen los desechos, y que desemboca en una boya. La orina cae
directamente al vaso de recoleccidn, que contiene glicerina para evitar evaporacién, mientras que
las heces rebotan en la boya y caen por fuera de dicho recipiente. El tiempo de recoleccién de
orina y heces fue por 12 horas, entre las 20:00 hs y las 08:00 hs del dia siguiente. Ademas, durante
los primeros 5 minutos se colectaron las heces eliminadas, se pesaron en fresco y luego se
deshidrataron por completo en estufa a 60 °C (peso seco, + 0,01 g), para determinar el contenido
de agua de las mismas. Al finalizar las horas establecidas de recoleccidn, se retorné cada individuo
a su caja nido, bajo las condiciones previas de mantenimiento y alimentacién. En cuanto a la orina,
las muestras fueron enviadas a al laboratorio de analisis bioquimico veterinario Farestaie, en la
ciudad de Mar del Plata, donde se determinaron la osmolaridad, concentracién de sodio, potasio,

cloruro, urea y creatinina.
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Contenedor

Rejilla metalica e
de individuo

Embudo

Boya Recolector de

orina y heces

\

Recoleccion de heces — | .
Recoleccion de orina ——

Figura 2. Caja metabdlica para la recoleccidn de orina y heces. Ver texto.

CUANTIFICACION DE CONSUMO DE ALIMENTO Y PRODUCCION DE HECES

El dia 16 se limpid la caja de cada individuo y se dejé por 24 horas, con el alimento cuantificado,
segun el tratamiento correspondiente. Al d17 se recolectaron, deshidrataron por completo y
pesaron (peso seco, * 0,01 g) las sobras de alimento y la produccion de heces, de manera de

determinar variaciones en el comportamiento alimenticio entre tratamientos.

ANALISIS DE SANGRE

Al dia 19 post captura, luego de dos dias de recoleccidn de heces y orina, se realizo la extraccidn
de sangre de cada individuo. La técnica consistido en la introduccidn de un capilar en el seno
retroorbital del ojo derecho de cada individuo, ya anestesiado con isofluorano, conectado por una
sonda a una jeringa de recoleccién, todo el sistema heparinizado. Se extrajo entre 0,8 y 1 ml de
sangre segun la condicion fisica. A partir de la muestra se obtuvo el valor de glucosa, mediante un
analizador de glucosa en sangre (Onetouch, Lifescan’).Ademds se hicieron frotis para realizar el
conteo de glébulos blancos. Por otra parte, para obtener el hematocrito, se cargd con sangre un
capilar heparinizado, que se cerré por uno de los extremos y se centrifugd por 15 minutos en una
centrifuga para microhematocrito (Giumelli Z-12-D°) y se leyé en un abaco de lectura de
microhematocrito. La sangre sobrante se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos (Minispin,

® , . T . s .
Eppendorf) y se reservo el plasma (sobrenadante) para realizar los andlisis bioquimicos de
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osmolaridad y contenido de sodio, potasio, cloruro y urea-creatinina. Dichos analisis bioquimicos

fueron realizados por el laboratorio Farestaie.

ESTADISTICA

Se realizé un ANOVA de medidas repetidas de dos vias, para determinar si existian diferencias
entre los d7 y d17 (pre y post tratamiento) y entre tratamientos para E, TMB, conductancia, Tc, y
el resto de los pardmetros respirométricos estimados, y para las variables urinarias y el contenido
de agua en heces. Se realizd un ANOVA de 1 via para evaluar diferencias entre tratamientos para
la tasa de filtrado glomerular, osmolaridad y concentracion de urea e iones en plasma,
hematocrito, glucemia, consumo de alimento y produccidn de heces. Para evaluar diferencias en la
tasa de pérdida diaria de peso entre tratamientos se realizo ANOVA de medidas repetidas de dos
vias. Cuando no se cumplieron los supuestos de los test paramétricos, se realizaron los

correspondientes analisis no paramétricos.

RESULTADOS

PESO CORPORAL

A los individuos que alcanzaron el 75% de su peso corporal respecto del d7, se les tomaron las
muestras correspondientes a la finalizacidn del tratamiento, y se dio por finalizada la condicion de
experimentacion en ellos. El tratamiento que mas individuos presentd con una alta tasa de
reduccion en el peso corporal fue T1. Fueron 14 los individuos que abandonaron su tratamiento
antes del dia 19, de los cuales 8 correspondian a T1; sin embargo, sélo 6 finalizaron su
participacién al dia 16, de los cuales 4 pertenecieron al tratamiento T1 y 2 al T4. En la Figura 3 se
observa la variacién en el peso corporal en funcion de los dias de experimentacién, para cada uno

de los tratamientos, con su ecuacidn de regresion correspondiente.
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Figura 3. Regresiones para el peso corporal en funcién del tiempo de experimentacion en
individuos de Ctenomys talarum, frente a la exposicion a diferentes dietas (T1, pasto
deshidratado, 25-30% agua; T2, con 60-70% de agua; T3, con 70-80%de agua; T4, con 70-80%
+ sales; ver texto).

PERDIDA DE AGUA POR EVAPORACION, TASA METABOLICA Y PARAMETROS ASOCIADOS

No se detectaron diferencias en la tasa de pérdida de agua por evaporacién entre dias de
medicién o entre tratamientos (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; F1.,4 = 2,03; P = 0,167; F3.»4
= 0,397; P = 0,756) ni para la interaccién(Fs.,4 = 1,90; P = 0,157). El valor promedio de E fue de
621,89 + 222,02 mg H,0/h.

En cambio, si se observaron diferencias en la TMB entre dias (ANOVA-medidas repetidas de dos
vias; Fi,4 = 24,56; P < 0,001) pero no entre condiciones experimentales ni la interaccidon (Fs.p4 =
0,864; P=0,47; F;.,,=0,68; P = 0,57). La TMB fue mayor antes que después de la administracién de
las dietas controladas (d7 > d17), ver Tabla 1. Asimismo, la temperatura corporal fue diferente
entre dias (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; Fi.5, = 25,80; P < 0,001), y entre tratamientos
(Fs.24 = 5,6; P = 0,004), pero no la interaccion (Fs.,4 = 0,504; P = 0,683). Se observé un mayor valor
de Tc previamente al inicio de los experimentos (d7), y para el tratamiento T2 respecto de T4. El
resto de las condiciones experimentales no presentaron diferencias significativas. Ver Tabla 1.
Ademas, la produccidon de agua metabdlica en relacidn a la pérdida de agua por evaporacion
(AM/E) varié entre dias (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; F.,, = 12,06; P = 0,002), pero no

entre tipos de dietas administradas ni hubo interaccidn entre las variables (condicidn Fs ;4= 0,739;
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P = 0,538; interaccién F3,, = 2,51; P = 0,083). Para el cociente respiratorio se detectd un mayor
valor al inicio de la experimentacién respecto del final (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; Fy.24
= 17,76; P < 0,001), no detectandose diferencias entre condiciones experimentales ni en la
interaccién de las variables (dieta F3, = 0,774; P = 0,519; interaccién F3,, = 2,80; P = 0,062). Los
valores se muestran en la Tabla 1.

En cuanto a la conductancia hiumeda, se observd un mayor valor para el d7 respecto del d17, y
para el T4 respecto de T2 (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; Fy.,4 = 10,25; P = 0,004; F3,4 =
3,23; P = 0,039) pero no se observaron diferencias en la interacciéon de ambas variables (Fs,5; =
0,917; P = 0,447), mientras que la conductancia seca presentd diferencias entre dias y para la
interaccidn entre dias y condicidn experimental (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; dias Fy.», =
21,00; P < 0,001; dieta Fs,4 = 0,540; P = 0,659; interaccion F3,, = 3,11; P = 0,045), particularmente

diferencias entre d7 y d17 para los tratamientos T1 y T4. Ver Tabla 1.

CONSUMO DE ALIMENTO Y PRODUCCION DE HECES

Se observaron diferencias significativas en el nivel de consumo de alimento fresco entre
tratamientos (ANOVA de 2 vias; F313=11,79; P < 0,001; ver Figura 4.a.), pero no entre sexos (Fy,15=
1,77; P = 0,201) ni la interaccion (F3:s = 1,01; P = 0,410). El consumo de alimento fue menor en
individuos bajo el tratamiento T1. El consumo de agua a través del alimento fue menor para éste
tratamiento (ANOVA de 1 via; F3,, = 43,09; P < 0,001), no habiendo diferencias en el consumo de
biomasa seca entre condiciones experimentales (ANOVA de 1 via; F3,,=2,85; P = 0,061).

La produccién de heces diaria fue significativamente menor en individuos bajo la dieta T1 (ANOVA
de dos vias; F3,13 = 6,10; P = 0,005; ver Figura 4.b.), pero no entre sexos (F;.1s =4,01; P=0,061) o la
interaccién (Fs.15 = 1,30; P = 0,305). Sin embargo, la produccién diaria de heces por masa corporal

no mostré diferencias entre tratamientos (ANOVA de 1 via; Fs5, = 1,96; P = 0,150).
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Tabla 1. Tasa metabdlica basal (TMB), producciéon de agua metabdlica/pérdida de agua por evaporacion (AM/E), cociente respiratorio (R),
temperatura corporal (Tc), conductancia humeda (Chimeda) ¥ seca (C...o) para C. talarum al inicio (d7) y al final de la exposicion a diferentes
dietas (T1, pasto deshidratado, 25-30% agua; T2, con 60-70% de agua; T3, con 70-80%de agua; T4, con 70-80% + sales).Valores en Media + DE.

Letras diferentes, indican diferencias significativas para cada pardmetro (entre dias y/o tratamientos), P < 0,050.

Dia 7

Dia 17

T1

T2

T3

T4

T1

T2

T3

T4

TMB
(mlO,/h)
AM/E

R

T.(°C)
Chimeda

Cseca

127,95+27,14a

0,146%0,06a

1,08+0,16a
35,79+1,07 ab
11,99+3,07 ab

26,09+15,36ad

119,26+30,64a

0,138+0,05a
1,04+0,13 a
36,72+0,49 a
10,12+2,20 a

21,96+13,29abc

127,87+17,78a

0,125+0,03 a
1,21+0,35a
35,37+0,90 ab
12,52+2,72 ab

23,68+9,74abc

141,84+26,20a

0,193+0,06 a
0,993+0,10 a
34,84+0,50 b
14,50+3,17 b

41,16%13,55ab

98,33+15,64b

0,105%0,02 b
0,878+0,09 b
35,17+0,78cd
9,70+1,60 cd

12,9445,63bc

103,44+34,89 b

0,109£0,03 b
1,01+0,22 b
35,47+0,89 ¢
9,77+2,86 ¢

11,31+15,26abc

109,07+15,59 b

0,124+0,05b
0,794%0,06 b
34,71+1,26 cd
11,25+1,16 cd

18,82+12,62abc

113,00+25,2 b

0,093£0,04 b
0,854+0,11b
33,93+0,64 d
12,59+2,39d

6,13+23,46cd
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ORINA, PLASMA Y CONTENIDO DE AGUA EN HECES

Se analizé volumen, concentracidn y composicién en iones y urea de orina de 12 horas en
individuos expuestos a las 4 dietas diferentes. No seobservarondiferencias en el volumen urinario
por peso corporal entre dias ni tipo de tratamiento, o la interaccion (ANOVA-medidas repetidas de
dos vias; dia F1.23=1,77; P = 0,197; tratamiento F;,3= 0,682; P = 0,568; interaccion F;.,3=1,64; P =
0,208). Tampoco se observaron diferencias en la osmolaridad de la orina (ANOVA-medidas
repetidas de dos vias; dia Fy,,6 = 1,00; P = 0,326; tratamiento Fs.,s = 0,857; P = 0,469; interaccion
Fs.6 = 0,174; P = 0,913). Sin embargo, se detectaron diferencias en la concentracién de urea,
siendo mayor al final del experimento que al inicio (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; Fi,7 =
12,42; P = 0,002), pero similar entre tratamientos (Fs,;=1,60; P = 0,206) y para la interaccidn (Fs,»;
=1,75; P =0,180). Ver valores en Tabla 2.

En cuanto al sodio en orina, se observaron diferencias entre dias y dietas, pero no para la
interaccion (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; dia Fy,; = 45,72; P < 0,001; tratamiento Fs;; =
7,77; P < 0,001; interaccidn Fs,; = 2,27; P = 0,103). Particularmente, se detecté un mayor valor al
d17 respecto de d7, y para los tratamientos T1 y T4 respecto de T2. Sin embargo, no se observaron
diferencias en la concentracién de potasio ni cloruro en orina entre dias, para la condicién de
experimentacion, ni para la interaccién (Potasio: ANOVA-medidas repetidas de dos vias; dia Fy,19=
0,431; P = 0,519; tratamiento F3,9 = 1,54; P = 0,223; interaccion F3 9= 1,13; P = 0,362; cloruro:
ANOVA-medidas repetidas de dos vias; dia F1,0 = 1,73; P = 0,204; tratamiento Fs. = 2,58; P =
0,069; interaccidn F3 0= 2,11; P = 0,131. Los valores se presentan en la Tabla 2).

Se observaron diferencias en el peso seco de heces producidas en 12 horas, por peso corporal,
entre dias y para la interaccidn entre dias y dieta (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; dia Fy.59 =
22,81; P < 0,001; tratamiento F3,9 = 2,57; P = 0,074; interaccidn Fs., = 3,10; P = 0,042). Asi, fue
mayor la produccidn hacia el final del experimento respecto del inicio para los tratamientos T2 y
T4, y en el d17 fue mayor para el tratamiento T2 que para el resto; ver Figura 5a.No se
encontraron diferencias para el contenido de agua en heces entre dias de experimentacion,
condicién ni para la interaccién de ambas variables (ANOVA-medidas repetidas de dos vias; dia
Fi.14 = 4,44; P = 0,054; tratamiento Fs.14 = 2,73; P = 0,060; interaccién Fs.14 = 1,38; P = 0,291; ver
Figura 5b).

En cuanto a los pardmetros cuantificados en plasma al dia 19, no se detectaron diferencias entre

condicidn experimental, sexo ni su interaccién para osmolaridad (ANOVA de dos vias; condicidon
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F3.14 = 2,04; P = 0,154; sexo Fyy4 = 0,279; P = 0,606; interaccién Fs44 = 0,141; P = 0,933),
concentracion de urea (ANOVA de dos vias; condicién F3,; = 2,49; P = 0,088; sexo Fy,;=1,31; P =
0,265; interaccidn Fs;,; = 0,466; P = 0,709), sodio (ANOVA de dos vias; condicion Fs,; = 2,73; P =
0,070; sexo Fy,; = 0,937; P = 0,344, interaccién Fs,; = 0,087; P = 0,967), potasio (ANOVA de dos
vias; condicion Fs,; = 0,144; P = 0,932; sexo F;,; = 0,278; P = 0,604; interaccién F3,; = 0,238; P =
0,869), o cloruro (ANOVA de dos vias; condicidn F3,,; = 1,36; P = 0,283; sexo F;,;=0,021; P = 0,885;
interaccidn Fs,; = 0,065; P = 0,978). Ver valores en Tabla 2. Tampoco se detectaron diferencias en
la glucemia de los individuos (ANOVA de dos vias; condicidn Fs.; = 1,53; P = 0,234; sexo Fy,3 =
1,362; P = 0,255; interaccidén F;,3 = 0,301; P = 0,824). Sin embargo, el hematocrito presentd
diferencias entre sexos, pero no entre tipo de dieta administrada o la interaccion (ANOVA de dos
vias; condiciéon F3,3 = 1,26; P = 0,310; sexo Fy,3 = 22,17; P < 0,001; interaccién Fs3,3 = 0,900; P =
0,456). El hematocrito fue de 45,56 + 2,8 % para las hembrasy 52,73 + 3,5 % para machos.
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Tabla 2.Valores de parametros urinarios y plasmaticos para Ctenomys talarum al inicio (d7) y/o al final de la exposicion a diferentes dietas
(T1, pasto deshidratado, 25-30% agua; T2, con 60-70% de agua; T3, con 70-80%de agua; T4, con 70-80% + sales).Valores en Media * DE. Letras
diferentes, indican diferencias significativas entre dias y/o tratamientos, P < 0,050.

ORINA PLASMA
Dia7 Dia 17 Dia 17
T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Osmolaridad 450,17 678,50 558,00 522,92 1561,33 813,83 988,33 665,60 363,50 351,00 506,40 379,40
(mOsm/Kg) +183,5 +245,8 1394,8 +137,7 +1052,7 +226,2 +426,7 +198,5 *13,2 16,9 +215,4 62,3
Urea 186,26% 327,45+ 556,39+ 429,75+ 1014,90+ 374,63+ 1548,81+ 732,10+ 104,64 84,00 85,60 95,44
(mg/dl) 262,3a 121,8 a 409,4 a 447,3 a 1088,3 b 111,8b 16839 b 881,1b t16,7 9,4 +12,0 +16,4
Sodio 25,39 10,67 23,17 26,92 117,36 32,00 84,50 109,12 167,64 158,75 166,20 177,44
(mmol/I) t25,7a +1,0b +13,3ab t17,1a +37,4c +21,2d +61,6cd +49,0c 7,7 0,5 15,6 +13,5
Potasio 130,56 148,23 267,53 284,10 212,34 137,35 157,08 270,02 5,89 5,28 5,50 5,59
(mmol/I) +31,0 27,9 1263,4 +488,1 +117,7 122,2 +28,0 +461,6 1,4 0,1 0,9 2,0
Cloruro 90,18 71,50 364,75 89,86 138,60 71,33 65,40 72,00 113,55 106,75 109,80 115,11
(mmol/I) +30,6 133,2 +550,7 +28,2 64,4 12,0 +25,9 138,3 4,7 2,1 17,3 19,3
Volumen 0,04 0,03 0,03 0,04 0,003 0,03 0,03 0,03 - - - -
orina (ml/g) +0,02 +0,03 +0,02 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,01
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DISCcUSION

El balance hidrosalino es uno de los equilibrios fisiolégicos mas importantes a regular, ya que tiene
influencia sobre todas las funciones vitales. Cada especie presenta adaptaciones diferentes que le
permite minimizar la pérdida de agua y maximizar su obtencién, y la complejidad de las mismas
depende de la historia evolutiva y de los desafios del ambiente en el que vive (Diaz y Cortés, 2003;
Bozinovic y Gallardo, 2006). Ctenomys talarum es un roedor subterraneo herbivoro que habita
cuevas saturadas de humedad (Baldo, datos no publicados) y que se encuentra afectado por las
fluctuaciones estacionales en la diversidad y caracteristicas de su dieta (Comparatore et al., 1995).
En el presente trabajo se evalud la respuesta de esta especie a variaciones en el contenido de agua
y sales de la dieta, la Unica via de incorporacion de agua exdgena (Zenuto et al., 2001; Baldo et al.,
2014), dentro del rango esperado en condiciones silvestres a lo largo del afio (ver Fanjul et al
2006). Particularmente se observé que estos organismos no son capaces de mantener su peso
corporal bajo una monodieta del pasto de los médanos, Panicum racemosum, y que el descenso es
mas marcado cuando la dieta presenta un bajo contenido de agua. C. talarum es un herbivoro
generalista y oportunista con preferencia hacia items mads nutritiva (del Valle et al., 2001), pero
con alta capacidad de digerir fibras (Martino et al., 2007), siendo indispensable una dieta variada,
o al menos, mas nutritiva para mantener el peso corporal en el tiempo (Perissinotti et al., 2009). A
su vez, la preferencia de los items alimentarios varia segun la disponibilidad estacional
(Comparatore et al., 1995) y de sus necesidades fisioldgicas, como durante el periodo
reproductivo, cuando se observa un mayor consumo de semillas (Comparatore et al., 1995; del
Valle et al., 2001).

La evaporacion es una de las vias principales de pérdida de agua en mamiferos (Tracy y Walsberg,
2002), y existen estudios que confirman que ciertas especies son capaces de regularla (Tracy y
Walsberg, 2001b). En este estudio, los tuco-tucos no presentaron variaciones en E,
independientemente del tipo de dieta al que estuvieron expuestos. Por lo tanto no se
evidenciaron ajustes en la pérdida de agua a nivel pulmocutdneo a pesar de la restriccion hidrica
en la alimentacién. Sin embargo, C. talarum es capaz de regular su E frente a variaciones en la
temperatura ambiente (ver Capitulo 2), y de mantenerla cuando ocurren modificaciones en la
humedad ambiente durante termoneutralidad (ver Capitulo 3). Si bien la pérdida de agua por
evapotranspiracion estd altamente influenciada por la genética del organismo, las condiciones de

desarrollo y aclimatacion afectan fuertemente este caracter en forma indirecta, a través del efecto
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de la masa corporal. Por otra parte, las propiedades de la dieta de un individuo, afectarian su tasa
evaporativa (Tracy y Walsberg, 2001b). Sin embargo, C. talarum no mostré variaciones de E bajo
las condiciones propuestas.

Por otro lado, se observd una modificacion en la tasa metabdlica basal, siendo mayor hacia el
inicio de la experimentacidn pero similar para los distintos tratamientos (Tabla 1). Esto refleja un
ajuste a la calidad nutricional de la dieta (Perissinotti et al., 2009) y no a su contenido de agua y
sales. A su vez, la temperatura corporal fue mayor también al inicio (dia 7; Tabla 1), lo cual
probablemente esté asociado a una mayor produccién de calor por un metabolismo energético
superior. Hacia el final de la experimentacion, la conductancia bajé aproximadamente a la mitad.
Asi, si bien la disipacién de calor disminuye, su produccién a través del metabolismo también se
redujo, resultando en la disminucidn de la temperatura corporal en relacién al inicio.

En cuanto al cociente respiratorio, fue mayor previo al inicio de los tratamientos. Este estd
asociado al tipo de fuente energética metabolizado (Schmidt-Nielsen, 1997). Considerando que al
inicio de la experimentacién R~1, los hidratos de carbono serian el principal sustrato energético. Al
d17, el cociente se reduce (Tabla 1), indicando que otras biomoléculas, como proteinas o lipidos,
se estarian catabolizando. Teniendo en cuenta la reduccidn del peso corporal a lo largo de los dias,
y la concomitante reduccién en R, se sugiere que bajo la dieta administrada de calidad moderada,
seria necesaria la catabolizacién de lipidos de reserva. Sin embargo, otros andlisis son requeridos
para confirmarlo (Schmidt-Nielsen, 1997).

La produccidon de agua metabdlica también se incrementé a partir de la administracién de las
dietas. Esta es la fuente endégena de agua que contribuye al balance hidrico. Si bien distintas vias
de pérdida de agua, como lo son la evaporacidn, el volumen y la concentracién de orina (Tabla 2),
y el contenido de agua en heces (Figura 5.b.) no mostraron variacidn, la baja digestibilidad de la
dieta administrada (Martino et al., 2007) provocaria un mayor requerimiento hidrico en el
procesamiento del alimento, independientemente de su contenido hidrosalino. Si bien los
tratamientos parecen no mostrar efectos sobre la pérdida de agua, esto podria deberse a que la
restriccion hidrica impuesta no generaria la presidon necesaria para realizar un ajuste, o que la E
esta fisiolégicamente limitada a un minimo como mecanismo de ahorro. A su vez, los niveles
plasmaticos se mantuvieron constantes (Tabla 2), lo que refleja la capacidad de estos individuos de
lograr un equilibrio alostatico que mantenga el funcionamiento del cuerpo. Sin embargo, las
diferencias en la caida del peso indica que estos individuos presentan cierta variabilidad

intraespecifica en tolerar dietas de calidad moderada a corto plazo (entre 7 y >12 dias), y que
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depende no sélo de su aporte de nutrientes, sino también, de agua y sales (ya que T1 presentd
una mayor pendiente en la reduccidon del peso; ver Figura 3). Por otra parte, tal como fue
observado por Martino et al., 2007, las dietas de menor calidad resultan en un menor consumo de
biomasa y, en consecuencia, en una menor produccion de heces (Figura 4). Como se menciond, no
se observo una variacidn en el contenido de agua de heces, producidas entre tratamientos (Figura
5.b.). Los experimentos fueron disefados para simular condiciones naturales que C. talarum
atraviesa estacionalmente en la vida silvestre. No se observaron variaciones en pardmetros
evaporativos, urinarios, plasmaticos ni en la produccién de heces entre dietas de mayor o menor
contenido de agua y sales. Las variaciones observadas estuvieron relacionadas mas bien con la
calidad nutricional del item alimenticio suministrado, su procesamiento y rendimiento. Asi, se
sugiere que las condiciones silvestres no representan un desafio para esta especie, aun
considerando las variaciones a lo largo del afio en las condiciones bidticas y abidticas, ya que existe
una compensacion en la preferencia de la dieta en funcion de su disponibilidad (Comparatore et
al., 1995; del Valle et al., 2001). Asi también, a pesar de la alta variabilidad encontrada dentro de la
especie, se observaron valores elevados en la concentracién de orina (dia 17, tratamiento T1: 3770
mOsm/Kg), aiin 3 veces mayor al pico mas alto encontrado en condiciones naturales (ver Capitulo
1). En consecuencia, se sugiere que C. talarum es capaz de soportar restricciones superiores a las
experimentadas en la naturaleza. Sin embargo, serian indispensables mds estudios para
determinar su tolerancia fisioldgica maxima, si bien no estan sujetos naturalmente a condiciones
extremas.

Se propone que la capacidad de regulacién renal observada en este estudio en relacion a la
formacién de orina, la estable tasa de evapotranspiracion, la alta humedad de las cuevas, y la baja
tasa metabdlica (Busch, 1989), representarian adaptaciones que contribuyen en la regulacion del
balance hidrosalino en tuco-tucos. Y si bien C. talarum normalmente no produce orina tan
concentrada como la de roedores de ambientes xéricos (Diaz y Cortés, 2003), tiene la habilidad de
concentrarla hasta 3 veces mas de lo que su ambiente le exige en las condiciones mas extremas de

baja disponibilidad de agua, caracteristica posiblemente relacionada con su historia evolutiva.
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CAPITULO 5

IMORFOMETRIA DE TURBINALES NASALES COMO INDICADOR DE
EFICIENCIA EN LA REGULACION DEL BALANCE HIDRICO EN CTENOMYS
TALARUM: COMPARACIONES INTER E INTRAESPECIFICAS.

INTRODUCCION

Se sugiere que en la mayoria de los mamiferos, el desarrollo de la cavidad nasal refleja las
demandas de la olfaccién, como funcién primaria de esta estructura (Reznik, 1990; Smith y Rossie,
2008). A su vez el acondicionamiento térmico e hidrico del flujo de aire que la atraviesa es
necesario para la deteccién de olores y el normal funcionamiento de las vias respiratorias
inferiores (Reznik, 1990; Gross et al., 1982; Hillenius, 1994). Si bien la fosa nasal presenta
generalmente una estructura basica (Moore, 1981), existe una gran variabilidad en cuanto al
desarrollo de cada subestructura, tradicionalmente asociada a la filogenia (Van Valkenburgh et al.,
2014; Hillenius, 1992, 1994). Es mas, se sugiere que la evolucion de los turbinales ocurrié en
respuesta a un aumento en la tasa ventilatoria en mamiferos concomitantemente con la elevacion
de la tasa metabdlica, antes que por adaptacion a condiciones ambientales particulares (Hillenius,
1992). Sin embargo, la presencia de diferencias interespecificas y la convergencia de ciertas
caracteristicas de la cavidad nasal, han llevado a rastrear causas a nivel ecoldgico (Van
Valkenburgh et al., 2014; Reznik, 1990) y ontogenético, ya que por ejemplo podria haber un efecto
epigenético del estimulo mecanico de la corriente de aire durante el desarrollo de las estructuras
nasales internas (Coppola et al.,, 2014). En relacidén a esto, se espera que la organizacién y
complejidad de las estructuras sean producto de la presién ejercida a lo largo de la evolucidn de
los distintos grupos taxondmicos en relacién con la dieta, el habitat y otros comportamientos (ej,
entre primates, Smith et al.,, 2011; murciélagos, Nelson et al., 2007; carnivoros terrestres vs.
acuaticos, Van Valkenburgh et al., 2011; ver Hillenius, 1994). Asi, en especies acudticas el
desarrollo de turbinales respiratorios es mas evidente que en terrestres, relacionado con
requerimientos termorregulatorios mas exigentes (Van Valkenburgh et al., 2011), mientras que
animales macrosmaticos como cdnidos y roedores presentan una estructura olfativa mas
pronunciada (Van Valkenburgh et al., 2014; Moore, 1981). A su vez, en ciertos organismos
especializados en ecolocalizacién a partir de emisiones nasales (ej, murciélagos), se observa una

reduccion en la complejidad y dimension de estructuras de funciones olfativa y respiratoria en pos
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del desarrollo de amplias cavidades con protrusiones, importantes para este tipo de comunicacion
(Nelson et al., 2007).

En cuanto a la estructura general, la fosa o cavidad nasal se encuentra dividida en dos partes por el
septo nasal o hueso mesetmoides, siendo que este ultimo se corresponde a la osificacién del
primero hacia el extremo caudal. Bilateralmente en la cavidad, el hueso etmoides se ramifica
formando tabiques dseos que se convolucionan, dando lugar a los turbinales nasales.
Generalmente, en mamiferos se observa un nasoturbinal, un maxiloturbinal mds o menos
ramificado, 4 a 5 endoturbinales y un nimero variable de ectoturbinales. En los primeros dos
casos, los nombres se asocian a los huesos del esqueleto externo a los que los turbinales se
fusionan secundariamente a lo largo del desarrollo. Los endoturbinales, también conocidos como
etmoturbinales, se numeran del | al V y se unen a la placa etmoidea que forma el piso de la
cavidad esfenetmoidea, en la que estos turbinales se desarrollan. En ella ademas se encuentran
los ectoturbinales, también conocidos como inter- y frontoturbinales segin su ubicacién y
caracteristicas, y que a diferencia de los anteriores, nunca toman contacto con el piso de la
cavidad, y se mantienen bastante separados del mesetmoides (Rowe et al.,, 2005; Van
Valkenburgh et al., 2014; Hillenius, 1994; ver Smith et al., 2015).

En cuanto a la funcién de estas estructuras, y en base a estudios histoldgicos, se conoce de la
presencia de epitelio respiratorio, que media en el acondicionamiento del flujo de aire inhalado y
exhalado, epitelio olfativo principal asociado a la identificacion sensorial de moléculas volatiles, y
epitelio olfativo accesorio relacionado con la individualizaciéon de feromonas (Rowe et al., 2005;
Kumar et al., 2000). En general, la complejidad de los turbinales nasales contribuye con un
aumento de la superficie epitelial de intercambio, siendo que la estructura dsea brinda el sostén
de este tejido blando (Rowe et al., 2005). En particular, una superficie respiratoria mas amplia
implica una mayor area disponible para la condensacion y reabsorcion del vapor de agua en el aire
exhalado, facilitando la alostasis especialmente en organismos cuyo balance hidrico se encuentra
comprometido (Cortés et al., 1990). Si bien para definir la capacidad de regulacién es necesario
también determinar caracteristicas como el grado de irrigacion sanguinea, la eficiencia del
mecanismo contracorriente (Jackson y Schmidt-Nielsen, 1964) y la presencia de transportadores
de agua e iones (Gallardo et al., 2008); la morfometria de los turbinales nasales es un importante
proxy de la extension de la superficie de intercambio para el acondicionamiento del flujo de aire y

de la reabsorcién de agua (Cortés et al., 1990; Rowe et al., 2005).
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En base a la bibliografia disponible acerca de la funcionalidad del epitelio de cada uno de los
turbinales, se conoce que tanto el maxiloturbinal y las caras externas del nasoturbinal y del
endoturbinal | (que dan hacia el maxiloturbinal) presentan epitelio respiratorio (Rowe et al., 2005;
Moore, 1981) mientras que la parte interna del nasoturbinal, los endoturbinales | (parte interna),
I, N, IV y V, y ectoturbinales, presentan epitelio olfativo principal. Tanto el 6rgano vomeronasal
como el hueso mesetmoides, dentro de la cavidad nasal, son las estructuras que presentan
epitelio olfativo accesorio (Rowe et al., 2005; Smith y Rossie, 2008; Kumar et al., 2000; Kumar et
al., 1993).

La circulacidn de aire durante la inspiracién ocurre bilateralmente por el ingreso a través del naso-
y maxiloturbinal, que se encuentran espacial y funcionalmente conectados. El nasoturbinal es una
via de ingreso de aire a los endoturbinales, los cuales se encuentran resguardados del flujo fuerte
de aire dentro de la cavidad esfenetmoidea, siendo alli mas suave la circulacion. El aire que ingresa
por el maxiloturbinal continda por el conducto nasofaringeo hacia las vias respiratorias superiores.
Durante la exhalacién el aire hace el camino inverso (Craven et al., 2010; ver Smith et al., 2015). El
paso de la corriente a través del maxiloturbinal provoca que el aire sea acondicionado térmica e
hidricamente, siendo calentado y humidificado durante la inspiracién, y enfriado y deshidratado
durante la exhalacidn, gracias al sistema de intercambio de contracorriente presente en la fosa
nasal, caracteristico de los animales endotérmicos (Jackson y Schmidt-Nielsen, 1964; ver Smith et
al., 2015; Hillenius, 1994). En consecuencia, la extension de la superficie de intercambio es de gran
importancia para incrementar la eficiencia en la recuperacién de agua en este sistema.

Asi, el objetivo de esta seccion fue analizar la morfometria de los turbinales nasales en Ctenomys
talarum a nivel intraespecifico, en adultos de ambos sexos y en cria, e interespecifico a través de
comparaciones con otros roedores subterraneos y de superficie, de ambientes mésicos y xéricos.
Hipodtesis: Se encontrd una asociacion entre el desarrollo de la estructura nasal interna con las
caracteristicas ecoldgicas de las especies, siendo mayor el desarrollo de la regién respiratoria de la
cavidad nasal en especies de habitats mas secos y frios, y en aquellas de superficie respecto de las

de habitos subterraneos.

IMATERIALES Y METODOS

Se analizd la morfometria de los turbinales nasales de Ctenomys talarum (dos adultos, macho y
hembra, y una cria), Ctenomys tuconax, Spalacopus cyanus, Octodontomys gliroides, Octodon

degus y Chinchilla lanigera (todos adultos; ver Tabla 1), a partir de imagenes tomograficas cedidas
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por el grupo de investigacion Morfologia Funcional de la Universidad Nacional de Mar del Plata.
Los craneos fueron escaneados mediante microtomografia computada por la Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Sao Paulo, Brasil. Este es un método muy utilizado
actualmente para el estudio de la fosa nasal, ya que no atenta contra su delicada estructura. En la
Tabla 1 se indica el origen de cada espécimen y las caracteristicas ecoldgicas de la especie.

A partir del escaneo se obtuvieron cortes coronales (transversales) seriados de los turbinales
nasales. Se utilizé el programa Image J para analizar cada seccidén y para hacer la reconstruccién
sagital y horizontal de los turbinales, y asi constatar e identificar las estructuras de interés. Para
cada corte coronal analizado, y sobre la fosa nasal izquierda, se identificaron los naso-, maxilo- y
endo (etmo)- turbinales, senos maxilares, el septo nasal o hueso mesetmoides y los
ectoturbinales. Debido a que se trabajo sobre especies que difirieren en la dimension del craneo, y
para poder estandarizar el proceso de andlisis, la medicidon de dichas estructuras se realizé sobre
secciones equidistantes de 240 micras aproximadamente desde el inicio hasta el final de la fosa
nasal. Esto fue determinado en funcidn a la inspeccion preliminar de las series de
microtomografias, respetando la relacion de baja variacién en la morfologia en relacién al esfuerzo
de medicién (variacidn entre imagenes analizadas <25 % en las dimensiones de la cavidad nasal
izquierda, en >90% del largo total de la estructura, para todos los craneos).

A partir de los valores del perimetro de cada estructura y la superficie correspondiente al espacio
aéreo que contenian, multiplicados por la profundidad del corte, se obtuvo la superficie de
contacto (como estimativo de la superficie epitelial) y volumen aéreo (lumen) relacionado con
cada estructura. Teniendo en cuenta que la estructura interna de la cavidad nasal es conservativa
en su funcién dentro del grupo de mamiferos, se obtuvieron los valores de area y volumen de las
regiones consideradas como respiratoria y olfativa en cada individuo: como se menciond
anteriormente, se considera con funcidon respiratoria al maxiloturbinal, cara externa del
nasoturbinal (de ahora en mas, nasoturbinal-R), y endoturbinal | (cara externa enfrentada al
maxiloturbinal; endoturbinal I-R), y con funcidn olfativa (principal y accesoria) a la parte interna
del nasoturbinal(nasoturbinal-0), endoturbinales (del |, solo parte interna), ectoturbinales, en caso
de presentarse (Rowe et al., 2005; Moore, 1981; Smith y Rossie, 2008; Smith et al., 2015), y septo
nasal o mesetmoides, segun la distancia de corte. Se analizaron estas medidas en forma absoluta y
como proporciones en relacidén a la dimensidén total de los turbinales y de la distancia naso-

occipital del crdneo como proxy de la talla del individuo. Entonces, se obtuvo un indice que
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Tabla 1. Caracteristicas de las especies e individuos analizados

geografica.

: estadio del desarrollo, peso corporal, sexo, origen, habitos, distribucion

Especie Especimen Habitos Distribucion geografica
Estadio; distancia N-O Sexo Origen
Ctenomys 1. Adulto; 39,98 mm m Mar de Cobo, Buenos Meésico, subterraneo, Buenos Aires, Argentina. Médanos costeros fijos, de
talarum 2. Adulto; 32,73 mm h Aires solitario, herbivoro arena vy tierra, con hierbas y arbustos bajos. Sobre el
3. Cria; 21,78 mm m (hierbas, semillas) nivel del mar. Clima templado oceanico.

Ctenomys Adulto; 51,59 mm m El Infiernillo, Xérico, subterraneo Tucuman, Argentina. Pastizales de altura, suelo

tuconax Tucuman compacto. 3000 msnm (a,b). Clima arido frio.

Chinchilla sd; 60,40 mm m Criadero comercial Xérico, de superficie, Norte de Chile a lo largo de la precordillera 'y Cordillera

lanigera Agro Kaykun, Mar del nocturno, omnivoro de los Andes, y de la Costa hasta Talca (a). Se extiende
Plata, Buenos Aires (hierba, semillas; hasta Salta, Argentina (c). Zona arida y escarpada,

insectos y huevos de suelo rocoso o arenoso, con pocos arbustos y hierbas
aves (d). 3000-5000 msnm.

Octodontomys  sd; 40,32 mm sd Museo Municipal de Xérico, cuevas En los Andes al norte de Chile, Centro-este y sudeste

gliroides Cs. Naturales Lorenzo superficiales, de Bolivia, y noroeste de Argentina. 2000-5000 msnm.
Scaglia, Mar del herbivoro (cactus)
Plata, Buenos Aires

Octodon Adulto; 43,21 mm m Instituto de Ecologia Xérico, semifosorial Chile, sobre la ladera oeste de los Andes, entre

degus y evolucion de la (cuevas subterraneas, Vallenar y Curico (a, e). En estepas xerofiticas centro-
Universidad Austral pero gran tiempo en chilenas, sabanas y matorrales de la zona costera y
de Chile. superficie), herbivoro (e). valle central.0-1800 msnm.

Spalacopus sd; 32,79 mm sd Museo Municipal de Semixérico, subterraneo, Chile, en dunas y pastizales arenosos de la region

cyanus Cs. Naturales Lorenzo colonial, herbivoro costera desde Caldera (27°03'S) hasta Quirihue

Scaglia, Mar del
Plata, Buenos Aires

(forrajea en la entrada a
la cueva; f).

(36°17'S); en pastizales andinos desde Alicahue
(32°19'S) a Los Cipreses (34°01'S), y sabana de acacias
en localidades dispersas de la pendiente de la
depresion intermedia (g).

h: hembra; m: macho; distancia NO: distancia naso-occipital; sd: sin datos. Referencias: a Woods and Kilpatrick, 2005; b Becerra, 2015; ¢ Chebez 1994; d

Spotorno et

al. 2004; e

Woods

Y

Boraker,

1975; f

Torres-Mura y

Contreras,

1998; g, Contreras et al., 1987.
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permitid la independencia del tamafio asociado a las caracteristicas de las especies, tanto para el
area de la superficie nasal, I,=VA/L, como el volumen del espacio aéreo, I,=>VV/L, donde A=érea de
la superficie del turbinal, L= longitud naso-occipital, V= volumen lumen turbinal. Esto fue calculado
tanto para turbinales respiratorios como olfativos. A su vez, se realizé un analisis de regresidn para
el drea de la regidn respiratoria y olfativa de los turbinales, en funciéon de la distancia naso-
occipital, para cada una de las especies analizadas. A partir de la bibliografia disponible, se
incorpord al conjunto de datos los valores de areas de Rattus norvegicus y Mus musculus (Gross et
al.,, 1982), y un estimativo del largo craneal para estos especimenes (Verts y Carraway, 1998).
Dado que se incluyé una variable lineal y otra exponencial, se aplicé logl0, para linearizar la
funcién. Ademds, para aproximar y comparar el nivel de complejidad de los turbinales, se obtuvo
el drea de la superficie de una esfera del mismo volumen de la regién respiratoria y olfatoria de la
cavidad nasal de cada individuo. Con este valor, se calculé la razén (R) entre la superficie

cuantificada para los turbinales y la calculada para una esfera de similar volumen.

RESULTADOS

ESTRUCTURA GENERAL DE LA FOSA NASAL

Para cada espécimen analizado, se muestra una serie de 6 tomografias equidistantes y continuas,
desde la zona distal (anterior) a la proximal (posterior) de la fosa nasal (Figuras 1-8). Debido a la
simetria observada entre los lados izquierdo y derecho, este estudio se limitd arbitrariamente a la
medicion del primero. En general, se observa el desarrollo de las mismas estructuras dseas a lo
largo de la totalidad de la fosa en todas las especies estudiadas.

La estructura general de la fosa nasal, comprende una cavidad izquierda y otra derecha, cada una
compuesta por un nasoturbinal mas o menos tubular, que se extiende en la zona superior a lo
largo de toda la fosa y se comunica con estructuras de la parte inferior, distalmente con el
maxiloturbinal, y proximalmente con los endoturbinales. Sobre el eje en sentido antero-posterior,
los endoturbinalescomienzan a observarse donde termina el maxiloturbinal, y aumentan su grado
de desarrollo hacia el extremo proximal de la fosa, hacia donde el maxiloturbinal se simplifica en
un seno y luego desaparece, siendo que el espacio total de la fosa nasal termina siendo ocupado
por el naso- y los endoturbinales (ver corte sagital del craneo de C. talarum, Figura Apl en
Apéndice).

El maxiloturbinal se caracteriza por desarrollarse inferior/lateralmente al nasoturbinal, a lo largo

de la parte media-distal de la fosa, en un espacio variable segin la profundidad a la que se lo
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evalue (Figuras 1-8). Este turbinal presenta distinto grado de convolucién siendo mdas complejo en
la parte anterior de su desarrollo, simplificdndose hacia la parte posterior donde se convierte en
seno maxilar. A su vez, la forma y complejidad del maxiloturbinal varia segln la especie. Dentro
del género Ctenomys, C. tuconax (Figura 4) presenta mayor desarrollo de tabiques que C. talarum
(Figuras 1-3), siendo que S. cyanus (Figura 8) muestra un nivel de convoluciones similar a la
ultima.Por otra parte, C. lanigera (Figura 5), O. gliroides (Figura 6), O. degu (figura 7) y C. tuconax
son los que muestran visualmente maxiloturbinales mas complejos (mas adelante, comparar con
valor R, Tabla 2).

Concomitantemente a la reduccion de los maxiloturbinales, comienzan a desarrollarse los
endoturbinales en la parte central de cada fosa. Estos estdn compuestos por tabiques con una
serie de ramificaciones y convoluciones, que los dividen en 4 a 5 endoturbinales. La complejidad
también varia entre especies, siendo mayor en C. lanigera (Figura 5) y menor en Ctenomys (Figuras
1-4; mas adelante, comparar con valor R, Tabla 2). En todos los casos, el endoturbinal | se proyecta
hacia la zona anterior y es el que primero aparece en la serie rostro-caudal. El resto de los
endoturbinales no son numerados en este trabajo, ya que la correcta identificacién de los mismos
no es tan simple, siendo que requiere de un estudio a nivel ontogenético (ver Smith et al., 2015), y
esto escapa al objetivo de este estudio. Los senos maxilares finalizan antes que los endoturbinales.
En continuacién al maxiloturbinal y por debajo de los endoturbinales, se extiende el conducto
nasofaringeo (ver Figuras 1-8, y Figura Apl en Apéndice), que conduce el gran flujo de aire
inspirado hacia la faringe (ver Smith et al., 2015). Excepto para el género Ctenomys, en las especies
estudiadas se observa la presencia de ectoturbinales a la altura de la finalizacion del
maxiloturbinal, que se extienden hasta antes que finalicen los endoturbinales (ver Figuras 5-8). Si
bien se detectaron algunas diferencias en el nimero y morfologia de endo- y ectoturbinales entre
las especies estudiadas, observables en las series de imdagenes presentadas, en este trabajo el
analisis se centra en la identificacion general de las estructuras asociadas a la funcién respiratoria
y a la olfativa, y en la medicidon de sus superficies y del volumen del espacio aéreo que éstos

contienen.

Pégina7 5



Morfometria de turbinales nasales como indicador de eficiencia en la regulacion del balance hidrico en Ctenomys
talarum: comparaciones inter e intraespecificas.

N —

[ =

Figura 1. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen macho adulto de
Ctenomys talarum, en sentido antero-posterior. A-C, estructuras de naso y maxiloturbinal, con
distinto grado de desarrollo; D, maxiloturbinal mas simple y aparicion de seno makxilar; E, inicio
del desarrollo de endoturbinal I, y senos maxilares mas evidentes; F, maximo desarrollo de
endoturbinales, y senos maxilares en reduccion. Ver Apéndice | por abreviaturas y cortes en
plano horizontal y sagital de las mismas estructuras (Figura Ap1).
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Figura 2. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen hembra adulto
de Ctenomys talarum, en sentido antero-posterior. A-D, naso y maxiloturbinal, con distinto
grado de desarrollo; E, endoturbinales en desarrollo, y senos maxilares; F, endoturbinales
desarrollados, y senos maxilares en reduccién. Ver Apéndice | por abreviaturas.
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Figura 3. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen de cria de
Ctenomys talarum, en sentido antero-posterior. A-C, naso y maxiloturbinal, con distinto grado
de desarrollo; D, nasoturbinal y aparicion del seno maxilar; E, endoturbinales en desarrollo, y
seno maxilar; F, endoturbinales desarrollados, y seno maxilar en reduccion. Ver Apéndice | por
abreviaturas.
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Figura 4. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen de Ctenomys
tuconax, en sentido antero-posterior. A-B, naso y maxiloturbinal, desarrollado; C-D,
maxiloturbinal en reduccién y nasoturbinal; E, endoturbinales en desarrollo, y senos maxilares;
F, endoturbinales desarrollados, y seno maxilar en reduccion. Ver Apéndice | por abreviaturas.
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Figura 5. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen de Chinchilla
lanigera, en sentido antero-posterior. A-B, naso y maxiloturbinal, desarrollado; C,
maxiloturbinal en reduccion; D, nasoturbinal, aparicion del seno maxilar y endoturbinal |; E,
endoturbinales en desarrollo, y seno makxilar; F, endoturbinales desarrollados, presencia de
ectoturbinal, y seno maxilar en reduccién. Ver Apéndice | por abreviaturas.
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Figura 6. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen de
Octodontomys gliroides, en sentido antero-posterior. A-C, naso y maxiloturbinal, con distinto
grado de desarrollo; D, nasoturbinal, aparicion del seno maxilar y endoturbinal I; E,
endoturbinales y ectoturbinal en desarrollo, y seno makxilar; F, endoturbinales y ectoturbinal
desarrollados, y seno maxilar en reduccién. Ver Apéndice | por abreviaturas.
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Figura 7. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen de Octodon
degus, en sentido antero-posterior. A-C, naso y maxiloturbinal, con distinto grado de desarrollo;

D, nasoturbinal, seno maxilar y endoturbinal I; E, endoturbinales y ectoturbinal en desarrollo, y
seno maxilar; F, endoturbinales y ectoturbinal desarrollados, y seno maxilar en reduccién. Ver
Apéndice | por abreviaturas.
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Figura 8. Serie de cortes coronales equidistantes de la fosa nasal del espécimen de Spalacopus
cyanus, en sentido antero-posterior. A-C, naso y maxiloturbinal, con distinto grado dedesarrollo;
D, nasoturbinal y seno maxilar; E, endoturbinales y ectoturbinal en desarrollo, y seno maxilar; F,
endoturbinales y ectoturbinal desarrollados, y seno maxilar en reducciéon. Ver Apéndice | por
abreviaturas.
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ANALISIS CUANTITATIVO DE LA FOSA NASAL

En la Tabla 2 se detallan las dimensiones de la superficie y volumen aéreo de las estructuras
nasales asociadas a la funcion respiratoria y olfativa (ver Métodos), para cada espécimen
estudiado; mientras que en la Figura 9 se muestra la superficie relativa correspondiente a epitelio
respiratorio y olfativo respecto de superficie total del epitelio nasal. Los individuos de las especies
C. lanigera y C. tuconax presentaron la mayor extensidn absoluta de epitelio nasal total, siendo
particularmente mayor la extensién absoluta de epitelio olfativo en C. lanigera, mientras que C.
tuconax presentd la mayor extension absoluta respiratoria (Tabla 2). El mismo patrén se observd
para las dimensiones absolutas del volumen aéreo correspondiente a estructuras respiratorias y
olfativas (Tabla 2). A su vez, en el género Ctenomys se observa una mayor proporcion de epitelio
respiratorio respecto de los otros géneros analizados (Figura 9), aunque en valores absolutos la
extensién de la superficie respiratoria de C. talarum es menor al de algunas de las especies (Tabla
2), mientras que es similar cuando se corrige dicho valor por la distancia naso-occipital (l,, Figura
11). Ademas, en C. talarum se observan diferencias entre sexos y estadios de desarrollo (adulto vs
cria), presentando mayor diferencia entre regiones respiratoria y olfativa en el macho respecto de
la hembra, y en adultos respecto de la cria (Figura 9). Las proporciones obtenidas para machos de
C. talarum y C. tuconax son similares (Figura 9), mientras que en valores absolutos, este ultimo
presenta la mayor extensidn de la region respiratoria (Tabla 1; Figura 10).

La extensidén de la superficie de turbinales, corregida por las dimensiones del espécimen (l,),
resultando en valores similares para el drea respiratoria para todas la especies, excepto por C.
tuconax que presentd un indice |, bastante superior. Asimismo, la regién olfativa fue superior para
C. lanigera, mientras que C. talarum presentd los valores mas bajos. El resto de las especies
estudiadas muestran valores similares entre si, e intermedio respecto de las anteriores (Figura
10a). En relacién al indice determinado para el volumen del espacio aéreo de los turbinales(l,), se
observa el mismo patrén que para |,, pero menos acentuado (Figura 10b).

En cuanto a la contribucidn relativa de cada estructura analizada de la cavidad nasal, el
maxiloturbinal representa en promedio un 84% del total de la superficie respiratoria en todos los
especimenes estudiados (Figura 11a); mientras que los endoturbinales corresponden al mayor
porcentaje de la regidn olfativa, siendo que el resto de las estructuras representan una proporcion
semejante para cada espécimen (Figura 11b). En C. talarum no se observaron ectoturbinales

(Tabla 2).
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Ademads, se obtuvieron valores del incremento de la superficie de contacto dada por las
convoluciones de los turbinales, tanto en la zona respiratoria como olfativa, calculado mediante la
razon (R) entre la superficie medida de los turbinales y la superficie calculada para esferas del
mismo volumen (Tabla 2). La complejidad observada en los turbinales en el andlisis de las
imagenes tomogréficas, respaldado en todos los casos por valores de R>1, indican que la superficie
de contacto entre el aire y los tejidos nasales, se encuentra incrementados tanto en la region
olfativa como respiratoria. De hecho, en el género Ctenomys, quien presentd un mayor desarrollo
de la regidn respiratoria por sobre la olfativa, a su vez presentd valores de R mayores en esta
region asociada al acondicionamiento del flujo aéreo. En cambio, el resto de las especies
estudiadas que presentaron una mayor proporcion de superficie olfativa, presentaron R elevados
tanto para los sectores respiratorios como olfatorios, que a su vez fueron similares entre si,
indicando un alto desarrollo de los turbinales independientemente de su funcion. De esta manera,
en estas especies se estaria aprovechando mejor el espacio aéreo a lo largo de toda la cavidad
nasal (con mayor grado de convolucién), pero asignando una mayor proporcion de la misma a la
funcién olfativa. S. cyanus, seria la especie con los turbinales de menor desarrollo entre las aqui
estudiadas, en cuanto al Ry a la extensién absoluta (Tabla 2).

Por ultimo, se obtuvieron las rectas de regresion para el area respiratoria y olfativa (Figura12 ay
b, respectivamente), en funcidon de la distancia naso-occipital como indicador de la dimensiéon
corporal. Se observd un incremento isométrico del drea respiratoria y olfativa en funcién del largo
naso-occipital, siendo que los valores observados caen dentro del intervalo de confianza. Sin
embargo, las dreas respiratoria y olfativa para R. norvergicus caen por fuera del margen superior
del intervalo de prediccion, y el area olfativa encontrada para C. talarum queda por fuera del

limite inferior del intervalo de prediccidn.
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Tabla 2. Extensidn superficial “epitelial” y volumen del espacio aéreo de las regiones respiratoria y olfativa de turbinales nasales en individuos
de Ctenomys talarum (m: macho, h: hembra y c: cria), C. tuconax, Chinchilla lanigera, Octodontomys gliroides, Octodon degus y Spalacopus
cyanus. Se muestra la razén entre la superficie cuantificada de la regidn respiratoria u olfativa, y la superficie calculada para una esfera de

similar volumen (R).

C. talarum C. talarum C. talarum C. tuconax C. lanigera O. gliroides O. degus S. cyanus
m h c

Region respiratoria (total) 263,86 141,01 48,59 570,80 527,84 216,99 271,01 132,11
g Maxiloturbinal 237,90 122,25 41,49 500,20 418,57 180,80 228,91 101,68
; Endoturbinal I-R 6,65 6,02 2,52 18,57 34,47 18,06 17,91 16,26
o
& Nasoturbinal-R 19,31 12,74 4,58 52,03 74,80 18,14 24,19 14,17
w
a
>
2 Region olfativa (total) 166,85 124,07 47,42 364,83 830,16 316,22 403,41 180,10
e
4
‘0 Endoturbinales 72,63 65,12 22,24 175,85 501,79 212,55 258,98 93,40
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Figura 9. Superficie relativa correspondiente a epitelio respiratorio (oscuro) y olfativo (claro)
calculada como porcentaje de la superficie total del epitelio nasal, para Ctenomys talarum (m:
macho, h: hembra y c: cria), C. tuconax, Chinchilla lanigera, Octodontomys gliroides, Octodon
degus y Spalacopus cyanus.
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I,=>VV/L; donde A=irea de la superficie del turbinal, L= longitud naso-occipital, V= volumen
lumen turbinal), de Ctenomys talarum (m: macho, h: hembra y c: cria), C. tuconax, Chinchilla
lanigera, Octodontomys gliroides, Octodon degus y Spalacopus cyanus.

Pégina88



Morfometria de turbinales nasales como indicador de eficiencia en la regulacion del balance hidrico en Ctenomys
talarum: comparaciones inter e intraespecificas.

Endoturbinal I-R
m Marxiloturbinales
B Nasoturbinal-R

o o

a) Region respiratoria

.
&

.

Superficie relativa (%)
= ] w I w =)} ~] 00 [ls]
Q Q Q [} Q Q Q Q Q
| | | 1
7

&

[y
» I

N I -OF o &
& S & <& i S & &
5 3 ﬂ > 3 < : 4
-\.’«gg\ (_,'&.'5@ &° < o® ° ° <
[} : ’
L. . Ectoturbinales
b) Regidon olfativa = Endoturbinales
B Nasoturbinal-O
100
90
80
=x
2.—70 |
©
=
=
860
e
@
.G 50 4
t
840 |
S
a
N []
20 i l .
o T T T T
& O @\5‘\ < 3% & &5 &
& -a@& & < & 2 2 O'b &
(J!\,’b\.a ""b\ c_\_’é\ ’ o ° ©

Figura 11. Superficie relativa de cada estructura a) respiratoria y b) olfativa respecto de la
superficie total de cada region, calculada como porcentaje de la superficie total del epitelio
nasal para Ctenomys talarum (m: macho, h: hembra y c: cria), C. tuconax, Chinchilla lanigera,
Octodontomys gliroides, Octodon degus y Spalacopus cyanus.
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Figura 12. Regresion lineal para el logaritmo del area respiratoria (a) y olfativa (b) en funcion del
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DISCcUSION

La cavidad nasal funciona en gran medida como érgano principal del censado de moléculas
odoriferas comunes, como también feromonas, practicamente indispensable para Ia
supervivencia, tanto en relacién al forrajeo, como evasién de predadores y reproduccién (Reznik,
1990; Van Valkenburgh et al., 2014; Smith y Rossie, 2008; Rowe et al., 2005). No obstante, en
dicha cavidad se encuentra uno de los sistemas termo- e hidrorreguladores mas importantes para
muchos organismos, cuya eficiencia depende de diversos factores. Las caracteristicas del sistema
de intercambio de contracorriente (Jackson y Schmidt-Nielsen, 1964), para el calentamiento o
enfriamiento del flujo de aire (durante la inspiracion y la expiracion, respectivamente), y el grado
de expresion de acuaporinas (Gallardo et al.,, 2008), asociadas a la reabsorciéon del agua
condensada (durante la expiracién) son importantes en la evaluacién de la eficiencia regulatoria.
Sin embargo, otro indicador importante es la extension de la superficie de contacto (epitelio nasal)
ya que, mediante tabiques o turbinales que se extienden hacia la luz de la fosa nasal, se
incrementa el drea de contacto e intercambio térmico e hidrico entre el flujo de aire y las paredes
de la cavidad (Cortés et al.,, 1990). En este trabajo se realizd una estimacidon de la extension
epitelial de la fosa nasal tanto para la regién respiratoria como olfativa, a través del andlisis de
imagenes tomograficas, en distintas especies de roedores.

Si bien el andlisis se baso en el estudio de un solo crdneo por especie, excepto para C. talarum, se
detectaron ciertas similitudes y diferencias morfométricas entre las especies estudiadas. La
estructura basica de la cavidad nasal mantuvo su patrén, advirtiéndose la presencia, y similar
disposicion, de naso-, maxilo-, y endoturbinales en todos los casos, mientras que las especies C.
lanigera, O. gliroides, O. degus y S. cyanus presentaron también un ectoturbinal bilateralmente.
Ambos lados de la cavidad nasal se desarrollaron bastante conservativamente, en forma de
espejo. Las variaciones interespecificas en el grado de convolucién de los turbinales se reflejaron
en las series de tomografias presentadas (Figuras 1-8), mientras que a nivel cuantitativo se obtuvo
la extension de la superficie de cada estructura (Tabla 2). En cuanto a ello, para el género
Ctenomys se observd una mayor area de la regidn respiratoria que olfativa, respecto de la
superficie total de turbinales, mientras que en el resto de las especies predomind la regidn olfativa
(Figura 9, Tabla 2), aun corrigiendo los valores por la dimensidn del espécimen (l,, Figura 10). En
relacidn a la extensidn absoluta, C. tuconax fue el que presentd una mayor superficie respiratoria,
mientras que C. lanigera presentd el mayor desarrollo de la zona olfativa entre las especies

estudiadas (Tabla 2), aun corrigiendo por la distancia naso-occipital en ambos casos (Figura 10).
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Igualmente, en todos los casos, el desarrollo de los turbinales tanto respiratorios como olfativo
aumento entre 2 a casi 4 veces la extension de la superficie nasal, respecto de una hipotética fosa
nasal sin tabiques (ver R, en Tabla 2).

La mayor relacidon de epitelio respiratorio/olfatorio observado en Ctenomys (Figura 8), seria
caracteristico del género, y no del hdbitat ya que se observd el mismo patrén en las dos especies
de tucos analizadas (C. talarum y C. tuconax), aun presentando distinta distribucidén geografica y
habitats contrastantes (Tabla 1). Sin embargo, la extensidon de la superficie de turbinales fue
superior en C. tuconax, aun considerando el mayor tamafio corporal de este ultimo (Figura 10). Si
bien ambas especies son subterrdneas, las diferencias entre hdbitats representaria distintas
exigencias, siendo que C. talarum se presenta en los pastizales de la templada costa bonaerense
(suelo humedo arenoso) y C. tuconax en los pastizales del frio y seco Infiernillo (suelo arcilloso,
himedo y compacto; Tabla 1). Dadas las caracteristicas ambientales, en este caso la temperatura,
y no la humedad, estaria ejerciendo mayor presion sobre la eficiencia en el acondicionamiento del
aire inhalado, y en consecuencia sobre las caracteristicas de la region respiratoria de la cavidad.
Ademas, las diferencias en la morfometria nasal podria reflejarse en la tasa de pérdida de agua por
evaporacién (E). Si bien no se conocen los valores de evaporacion para C. tuconax, es esperable
encontrar una E menor que para C. talarum, tanto por disponer de un mayor area para la
recuperacion del vapor de agua exhalado (Tabla 1), como por presentar una menor tasa
metabdlica basal (TMB = 0,64 ml O,/g h para C. tuconax, Luna et al., 2009; TMB = 0,95 ml O,/g h
para C. talarum, Busch, 1989), lo que implicaria una menor tasa de recambio tanto energético
como hidrico. Por otra parte, si bien no hay disponibles valores para la morfometria de turbinales
en otras especies de este género, los valores de E para Ctenomys fulvus y Ctenomys opimus son
menores que para C. talarum (2,8-4,55 mg H,0/g h; Capitulo 3), siendo respectivamente de 1,26
mg H,0/g h (medido a 10-25°C; Cortés et al., 2000b), y 1,56 mg H,0/g h (medido a 10-25°C; Diaz y
Cortés, 2003). Esto sugiere la existencia de adaptaciones interespecificas para Ctenomys, siendo
que C. fulvus habita el arido Salar de Atacama (Cortés et al., 2000b) y C. opimus, a 3200 m.s.n.m. a
lo largo del Altiplano de Peru, noroeste de Argentina, norte de Chile y sudoeste de Bolivia (Patton
et al., 2015).

Si bien la relacién de epitelio respiratorio/olfatorio en las otras especies estudiadas fue inferior a la
de Ctenomys (Figura 9), en términos absolutos la extension del drea respiratoria fue casi tan alta
para C. lanigera como para C. tuconax, e inferior y similar entre si para C. talarum (macho adulto),

O. gliroides y O. degus (Tabla 2). Sin embargo, al considerar el tamafio del espécimen, el |, es
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similar para todas las especies, excepto para C. tuconax que presenta un indice mas elevado
(Figura 10). Excepto por C. talarum, las especies analizadas se distribuyen en hdbitats xéricos o
semixéricos, y en algunos casos con habito de vida de superficie. Asociado a ello, se encontraron
bajas tasas de evaporacidn tanto para O. degus (E = 0,89 mg H,0/g h, a 10-20 °C), como para C.
lanigera (E = 0,58 mg H,0/g h, a 5-20°; Cortés et al., 2000b).

En el caso de C. talarum se observan diferencias entre sexos, aunque solo se estudié un espécimen
de cada uno (Tabla 2). En cuanto a la cria, se observa R menores que en adultos (Tabla 2),
indicando mayor simplicidad de los turbinales, sugiriendo un desarrollo paulatino a lo largo de la
ontogenia de los mismos, tal como fue observado en otras especies(Coppola et al., 2014; Rowe et
al., 2005). Asi mismo, la diferencia de masa corporal entre hembra y macho de los especimenes de
C. talarum, tendria efecto sobre el area de los turbinales, probablemente asociado tanto al
dimorfismo sexual, como también a posibles diferencias en la etapa del desarrollo (no evaluable
aqui). Es mas, cuando se evalula el drea de manera independiente del tamafo corporal, la hembra
de C. talarum presenta mayor superficie olfativa, mientras que el macho, respiratoria (Figura 10).
Por ultimo, el analisis de regresién arrojé una relacion isométrica entre las variables de area de la
superficie respiratoria y olfativa y la longitud naso-occipital, como indicador de tamafio corporal,
teniendo en cuenta que todos los especimenes estudiados son roedores. Considerando las
diferencias encontradas entre especies para la superficie de cada sector nasal, éstas parecen
asociarse a las diferencias en tamafio corporal. Sin embargo, si bien se realizd una regresion de los
valores obtenidos y encontrados en la bibliografia para roedores, sélo fueron utilizadas un total de
8 especies, siendo un numero normalmente pequeiio para este tipo de analisis. En consecuencia,
mientras éste es sélo una aproximacién, la Figura 10 que muestra el indice respiratorio mas
elevado para C. tuconax y olfativo para C. lanigera, sugiere una posible especializacion. Si bien
actualmente la bibliografia es acotada en cuanto al analisis morfométrico de areas respiratoria y
olfativa, tanto en roedores (Gross et al., 1982; Cortés et al., 1990) como otros mamiferos
(primates, Smith y Rossie, 2008, Rowe et al., 2005; Smith et al., 2011) seria interesante continuar
indagando sobre este aspecto dentro de Rodentia, en asociacion a la ecologia de las especies.

La complejidad de los turbinales nasales en mamiferos, en conjunto a los valores bajos
encontrados para la E respiratoria tanto en especies desérticas como mésicas, indica que el
desarrollo del mecanismo de recuperacién de agua nasal seria una caracteristica intrinseca de la
clase y no habria surgido como adaptacidon a nuevos ambientes (Hillenius, 1992). Relacionado a

esto, la endotermia en mamiferos implica una elevacién de la tasa metabdlica, aproximadamente

Péginag 3



Morfometria de turbinales nasales como indicador de eficiencia en la regulacion del balance hidrico en Ctenomys
talarum: comparaciones inter e intraespecificas.

11-17 veces la de reptiles, lo que exige un ajuste térmico asociado a un aumento en la pérdida de
agua respiratoria, que sdlo alcanza 2-5 veces la de dicho grupo (Hillenius, 1992). Esta regulacién es
reflejada en la complejidad de los turbinales nasales, siendo que la E respiratoria se reduce en un
36-143% durante la respiracién naso-faringea respecto de la oral (Hillenius, 1992).

Por otra parte, los diferentes valores de E dentro de Mammalia (Hillenius, 1992; Diaz y Cortés,
2003) indicarian especializaciones tanto en la fisiologia respiratoria como en la morfologia interna
de la cavidad nasal, dentro del grupo. Smith et al., 2015 plantea una causa ecoldgica y otra de
“competencia de funciones” en relacidn a la preponderancia del desarrollo de los distintos
turbinales en la cavidad nasal. Asi, la complejizacién de los turbinales respiratorios en especies
acudticas respecto de sus parientes terrestres, se asocia a un mayor requerimiento en el
acondicionamiento térmico del flujo de aire, que ocurre en detrimento del desarrollo de la region
olfativa, de menor importancia por la forma de vida que llevan. Asi mismo, en murciélagos, la
simplificacion de maxiloturbinales y de la regidn olfativa en distinto grado ocurre en pos del
desarrollo de una cavidad funcional a la emisidon nasal asociada a la ecolocalizacion (Nelson et al.,
2007).

En conclusién, concomitante a la aparicion de la endotermia en mamiferos, surgid la
complejizacién de turbinales nasales que aumentd la eficiencia a nivel termorregulatorio, y con
ello, la tasa de recuperacién del vapor de agua exhalado. Sin embargo, las diferencias ecolégicas
de los diversos grupos resultaron en especializaciones y reduccidn de estructuras (Smith et al.,
2015). Para Ctendmidos, se observd un mayor desarrollo de turbinales respiratorios, aunque
diferencias en la superficie de extensidn segun la especie (C. talarum y tuconax). Sin embargo, se
necesitan nuevos estudios para determinar si esta caracteristica es convergente respecto de otros
roedores subterrdneos relaciondndose a su ecologia, tal como ocurre con las bajas tasas

metabdlicas en fosoriales (McNab, 1966), o si depende de la filogenia.

Pégin394



Morfometria de turbinales nasales como indicador de eficiencia en la regulacion del balance hidrico en Ctenomys
talarum: comparaciones inter e intraespecificas.

APENDICE |

Abreviaturas de las figuras. Entre paréntesis, otro nombre comunmente utilizado para la misma

estructura.

N Nasoturbinal
M Maxiloturbinal
m Seno maxilar
E Endoturbinal
Ec Ectoturbinal

n Septo nasal

me Mesetmoides

na Pasaje nasofaringeo
d Pieza dentaria

vn Organo vomeronasal
C Cavidad craneal
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Figura Ap1. Desarrollo de las estructuras de la fosa nasal descriptas en la Figura 1 para el
espécimen macho adulto de Ctenomys talarum, en el plano horizontal (A-C) en sentido dorso-
ventral, y sagital (D-F) en sentido externo-medio de la fosa izquierda. Ver Apéndice | por
abreviaturas.
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CONCLUSION GENERAL

@ Se observaron distintos ajustes en el balance hidrosalino de Ctenomys talarum, a lo largo del
afio, y en funcién de la dieta y variaciones en factores abiéticos como temperatura y humedad
ambiente.

@ En relacion a la pérdida de agua por evaporacion,

v se redujo durante la época reproductiva, correspondiente a primavera-verano,
asociado a una mayor exigencia ambiental (aumenta temperatura ambiente y requerimientos
nutricionales e hidricos; Capitulo 1);

v" aumentd cuando la temperatura ambiente superd el rango de termoneutralidad,
aunque su contribucion fue sélo de una quinta parte de la disipacion de calor total (Capitulo 2);

v es independiente de la humedad ambiente de aclimatacién (dentro de la zona
termoneutral y medida en aire seco; Capitulo 3) y de la variacion en el contenido hidrico y salino
de la dieta (Capitulo 4);

v" a nivel interespecifico, los valores para C. talarum son superiores a los encontrados en
otros roedores de similar masa corporal, incluyendo otras especies del género (Capitulo 1). En
relacion a ello, se observd un mayor desarrollo de turbinales respiratorios respecto de olfativos
para las dos especies de Ctenomys analizadas, siendo que en valores absolutos la extension de la
zona respiratoria de C. tuconax fue similar o incluso superior respecto de especies xéricas
medidas, mientras que en C. talarum fue acotada, lo que probablemente esté asociado a la alta
tasa de pérdida de agua por evaporacion observada en relacidn a otros roedores (Capitulo 5).

® La pérdida de agua a través de las heces no varié estacionalmente (Capitulo 1) ni difirié entre
dietas con distinto contenido de agua y sales (Capitulo 4), con lo que la composicion de las heces
reflejaria un alto ajuste del rendimiento del sistema gastrointestinal de C. talarum,
independientemente de la fluctuacidn anual natural de la dieta.

& A nivel urinario,

v se observaron ajustes en la concentracién de la orina, aumentando hacia la
primavera, mientras que existe una correlacién entre la concentracién de potasio en orina y la
época del afio, asociada a la variacion estacional en la dieta (Capitulo 1);

v' si bien no se observaron diferencias frente al consumo de alimentos con distinto

contenido de agua vy sales, por la alta variabilidad encontrada dentro de la especie (Capitulo 4), se

Pégina9 7



Conclusién general

registraron valores del triple para la osmolaridad respecto del pico mas alto encontrado en
condiciones naturales (Capitulo 1).

v a pesar que C. talarum normalmente no produce orina tan concentrada como la de
roedores de ambientes xéricos, tiene la habilidad de concentrarla hasta 3 veces mas de lo que su
ambiente le exige en las condiciones mas extremas de baja disponibilidad de agua, caracteristica
posiblemente relacionada con su historia evolutiva (Capitulo 4).

® La constancia en la composiciéon del plasma independientemente de la estacidon del afio
(Capitulo 1), la humedad atmosférica de aclimatacion (Capitulo 3) e inclusive la dieta de mayor o
menor contenido de agua y sales (Capitulo 4), indica que los tuco-tucos son capaces de hacer los
ajustes necesarios para mantener su equilibrio sin alcanzar limites extremos.

@ Se sugiere que las condiciones silvestres no representan un desafio para esta especie, aun
considerando las variaciones a lo largo del afio en las condiciones bidticas y abidticas, ya que existe
una compensacion en la preferencia de la dieta en funcién de su disponibilidad.

@ Se propone que la capacidad de regulacidn en relacion a la formacién de orina, la estable tasa
de evapotranspiracién, habitar cuevas con alta humedad atmosférica, y la baja tasa metabdlica,
representarian adaptaciones que contribuyen en la regulacion del balance hidrosalino en tuco-

tucos.
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