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RESUMEN

La predacion representa una importante fuerza evolutiva modelando
adaptaciones especificas que permiten a los organismos presa reconocer, evitar y
defenderse de los predadores. Mas alla de los efectos letales de la predacion, ha
surgido un creciente interés con relacion a los efectos no letales sobre la supervivencia
y reproduccion de las especies presa. En esta Tesis se evalla la respuesta
comportamental vy fisioldgica del roedor subterraneo Ctenomys talarum, frente a un
factor de estrés natural, como las pistas indicativas de la presencia de predadores
(orina, olor de piel de gato, inmovilizacion). Los resultados obtenidos revelan que la
exposicion de los tuco-tucos a estas pistas genera un estado de ansiedad e induce
cambios comportamentales asociados a la disminucion de la actividad locomotora y
generacion de conductas de evitacion. Ademas, los olores de la piel resultaron mas
ansiogénicos que la orina. Los resultados evidencian que la intensidad del olor del
predador natural tiene un rol en la aparicion de comportamientos defensivos, aunque
no se observd una relacion directa entre la intensidad del olor del predador vy los niveles
de ansiedad. Por otro lado, la exposicién repetida a las pistas de un predador generd
una clara habituacién de los tuco-tucos a ella. Por lo tanto, estos resultados
proporcionan evidencia valiosa de que los tipos de olor del predador, junto con la
frecuencia de exposicion, son determinantes importantes de la aparicion, intensidad y
disminucion de comportamientos defensivos en tuco-tucos. Asimismo, se encontro que,
frente al olor de la piel, -y en mayor medida- a la inmovilizacién, los tuco-tucos
responden fisioldgicamente mediante la secrecidn de cortisol. A su vez, esta respuesta
fue acompafiada por una respuesta comportamental asociada a la aparicion de estados
de ansiedad, principalmente en los individuos inmovilizados. Sin embargo, la misma no
fue notoria cuando se incrementd el cortisol plasmatico por via exdgena. Por otro lado,
este trabajo muestra la influencia del estrés prenatal asociado a la presencia de pistas
del predador en el desarrollo de respuestas comportamentales de la descendencia, que
muestran un claro estado de ansiedad y cambios comportamentales asociados con la

disminucion de la actividad locomotora y comportamientos de evitacion. Por lo tanto,
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estos individuos expuestos prenatalmente a sefiales predatorias muestran adaptaciones
comportamentales que pueden contribuir a evitar los predadores en la vida adulta. Por
ultimo, los tuco-tucos mostraron una clara preferencia por alimentarse en areas donde
estaban presentes las pistas de un herbivoro y no en areas asociadas a pistas de un
predador. Este evitamiento fue adn mayor luego de experimentar estrés por predacion.
Conjuntamente, los resultados obtenidos en esta tesis brindan un aporte al estudio de
las respuestas de animales silvestres a situaciones estresantes cotidianas en su
ambiente, en este caso, el riesgo de predacion. Particularmente, el modelo Ctenomys
talarun resulta de interés en el estudio de la fisiologia y el comportamiento de roedores

silvestres.



INTRODUCCION GENERAL

La predacion ha sido considerada como una de las fuerzas de seleccién mas
importantes, afectando una inmensa variedad de caracteristicas bioldgicas tales como
las estructuras socio-espaciales de las comunidades, la organizacion social, los sistemas
de apareamiento, el comportamiento y la homeostasis fisioldgica de los individuos
(Voelkl et al. 2016). Sin embargo, inicialmente, el mayor interés en el estudio de la
predacion fue focalizado sobre los efectos letales de la misma, esto es, sobre los efectos
de la remocién de las presas en la demografia de las poblaciones, y a través de una
diversidad de interacciones (ej. relaciones troficas, parasitismo), en la estructura y
dindmica de la comunidad (Lima 1998, Preisser et al. 2005, Boonstra 2013). Solo
recientemente varios estudios han comenzado a analizar los efectos no letales (también
denominados “indirectos”, “no mediados por el consumo” o “riesgo”) de la presencia
de predadores o de las pistas indicadoras de su cercania, los cuales se originan cuando
las presas modifican su comportamiento en respuesta a la presencia de predadores
(Clinchy et al. 2013, Moll et al. 2017). Estos efectos no letales de la predacién han sido
descriptos en una gran variedad de especies, sugiriendo que los resultados finales del
impacto no letal de los predadores serian, en términos probabilisticos, inclusive de
mayor magnitud demografica que los producidos por la muerte de las presas,
involucrando ademas efectos transgeneracionales (Clinchy et al. 2013).

Una caracteristica destacable de las interacciones predador-presa es que la
predacion actla como una fuerza selectiva fuerte, conduciendo a diversas
adaptaciones en las especies presa (Kats y Dill 1998, Lima 1998). Los organismos presa
exhiben adaptaciones primarias o pasivas que contribuyen a evitar a los predadores, asi
como mecanismos secundarios que les permiten defenderse de los mismos. Los
mecanismos defensivos incluyen caracteristicas morfoldgicas (espinas), fisioldgicas
(toxinas), morfoldgicas-fisioldgicas (cripsis y mimetismos), de historia de vida (retraso
en la reproduccion) o comportamentales (Kavaliers y Choleris 2001, Apfelbach et al.
2005). En conjunto, los efectos de estas estrategias se centran en la reduccion de la
probabilidad de encuentro con el predador, asi como en la disminucién del éxito de

ataque sobre la presa localizada. Si bien el beneficio sobre la supervivencia resulta



evidente, el desarrollo de los mismos depende tanto de los compromisos y costos
asociados, como de las capacidades de evaluacién del riesgo (Kavaliers y Choleris 2001,
Hegab et al. 2014).

En diversas especies de mamiferos, la defensa antipredatoria implica la
deteccién y respuesta a sefiales quimicas especificas que producen los predadores,
tales como los olores originados en el pelaje, orina, heces y secreciones glandulares,
variando el tipo de respuesta desencadenada de acuerdo a las caracteristicas de la
sefial de predador detectada (Apfelbach et al. 2005). En este punto, cabe destacar que,
en estudios de comunicacién animal, se hace una distincién fundamental entre
utilizacion del término sefiales, las cuales han evolucionado especificamente para
alterar el comportamiento o la fisiologia de un receptor, y pistas, que son fuentes de
informacion incidentales detectadas por receptores sin intencionalidad (Jamie 2017,
Maynard Smith y Harper 2003). Aunque esta ultima definicidén seria la mas correcta
para referirse a los olores de los predadores, en gran cantidad de estudios ambos
términos se utilizan de manera indistinta.

Los comportamientos antipredatorios generados en presencia de olores de un
predador han sido investigados en varias especies de mamiferos, tanto en laboratorio
como en la naturaleza. En el laboratorio, la exposicién a un predador o al olor del
mismo produce disminuciones en la actividad locomotora, reducciones en los
comportamientos no defensivos (ej. acicalamiento), y busqueda de refugio donde
protegerse del predador y monitorear sus movimientos. En el campo, otros efectos
comportamentales, como alteraciones en los patrones de actividad, disminucion del
tiempo dedicado al forrajeo y la alimentacion, y cambios de habitat, son también
frecuentemente observados (Dielenberg y McGregor 2001, Apfelbach et al. 2005,
Staples 2010). Frente a una situaciéon de riesgo predatorio, la ansiedad constituye una
reaccion de valor adaptativo, logrando evaluar el riesgo potencial de ese encuentro, asi
Como generar una respuesta autondémica y comportamental que permita resolver esa
situacidon estresante en forma exitosa. A diferencia del miedo, que ha sido descripto
como el estado de un animal durante el contacto o inminente contacto con un
predador, la ansiedad corresponde al estado del animal durante un ataque predatorio
potencial (Craske et al. 2009). En conjunto, varias de estas modificaciones

comportamentales, que les permiten a las presas estimar la ubicacion, identidad vy



peligro asociado al predador (evaluacién de riesgo), poseen una gran similitud con
varias psicopatologias humanas, en particular con desordenes de ansiedad, por lo que
el riesgo predatorio ha resultado en un modelo de interés biomédico (Blanchard et al.
2006, Clinchy et al. 2013).

Asi mismo, estas alteraciones comportamentales pueden estar acompafiadas
por cambios fisioldgicos asociados a la respuesta de estrés. La respuesta generalizada
involucra la liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y glucocorticoides
(GCs: cortisol y/o corticosterona, dependiendo de la especie) como resultado de la
activacion del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA). En paralelo al eje HPA, se
produce la activacién del eje simpatico-médulo-adrenal (SMA) como parte de la
reaccion de lucha/huida, lo cual desencadena la liberacion de catecolaminas
(noradrenalina y adrenalina) al torrente sanguineo (Wingfield et al. 1998, Reeder y
Kramer 2005, Armario 2006). A pesar de que la respuesta inmediata de estrés es
considerada como adaptativa, se sabe que la activacion prolongada o crdnica del eje
HPA vy, por lo tanto, concentraciones elevadas de GCs, pueden generar efectos
deletéreos para las presas, afectando tanto su condicién nutricional como su capacidad
reproductiva y de supervivencia (Sapolsky 1992, Boonstra et al. 1998, Sheriff et al.
2009a, Sheriff et al. 2011). Asi mismo, estos efectos pueden extenderse a generaciones
siguientes, dado que se ha observado que la exposiciéon materna a las pistas de
predadores tiene un efecto negativo sobre el comportamiento maternal y la ansiedad
de las crias (Mashoodh et al. 2009, Bauer et al. 2015, Bian et al. 2015). A diferencia de
los factores de estrés reactivos (aquellos que involucran desafios que comprometen la
homeostasis sin requerir procesamiento cognitivo, como el frio, dolor, hemorragias),
los de tipo anticipatorio representan amenazas que comprometen tanto Ia
supervivencia como la pérdida de homeostasis, con la particularidad de incluir una base
psicoldgica. El riesgo predatorio se incluye en esta ultima, donde la presa potencial
responde a un estimulo basado en una evaluacién que incluye un componente de
respuesta innata, asi como la memoria de experiencias anteriores (Boonstra 2013).
Recientemente, diversos autores describieron estos cambios en las presas con el
término “ecologia del miedo” (Brown et al. 1999, Clinchy et al. 2013), destacando que

el contacto con las pistas de la presencia de un predador natural representa una



situaciéon de riesgo para los organismos presa y puede tener consecuencias
importantes en su vida.

Una de las relaciones entre predador-presa mas estudiadas es la existente entre
felinos y roedores, la cual evolucioné durante milenios y condujo a desarrollar en los
roedores respuestas antipredatorias frente a la presencia de sefiales de predador. Las
evidencias disponibles dan cuenta de que muchas especies de roedores responden
rapidamente y en una multiplicidad de formas, tanto a los predadores como a las pistas
indicativas de su presencia en su ambiente natural (Apfelbach et al. 2005, 2015). Sin
embargo, la mayoria de los estudios han sido realizados con especies modelo, esto es,
con animales que son faciles de mantener y reproducir en laboratorio y que presentan
ciertas ventajas experimentales, como, por ejemplo, la existencia de variedades
genéticas controladas dentro de la misma especie. Sin embargo, estos organismos no
solo sufren una importante reduccién en la variaciéon genética y fenotipica, sino que los
factores de estrés a los que se les somete experimentalmente no se corresponden con
aquellos a los que estan sujetos sus contrapartes silvestres, como son las restricciones
alimentarias, predacion, patégenos o interacciones agonisticas (Kolhaas et al. 1997). Por
el contrario, son menos frecuentes los estudios que involucran la respuesta
comportamental y fisiolégica asociada en especies silvestres, representando los
desafios que los organismos encuentran en la naturaleza. Los reportes disponibles en
relacién a roedores silvestres expuestos a olores provenientes de sus predadores
naturales se restringen a pocas especies e incluyen reportes sobre modificaciones en su
actividad locomotora, de alimentacién y uso del espacio en Microtus oeconomus,
Microtus agrestis, Microtus arvalis, Clethrionomys glareolus (Calder y Gorman 1991;
Borowski 1998a,b; Borowski y Owadowska 2001), efectos sobre la reproduccién vy
desarrollo de crias en Microtus unguiculatus, Mesocricetus auratus y Phodopus
campbelli (Vasilieva et al. 1999, 2001).

Ctenomys talarum (tuco tuco de los Talas, Thomas, 1898) es un roedor silvestre
solitario, que se encuentra en suelos arenosos costeros de la provincia de Buenos Aires
(Argentina). Ambos sexos en todas las edades (excepto las crias hasta el momento de
dispersién) son sedentarios y mantienen territorios exclusivos (Busch et al. 1989). El
sistema de cuevas de esta especie tiene una estructura compleja de galerias cerradas

paralelas a la superficie del suelo, caracterizadas generalmente por un tunel axial



principal y un nimero variable de ramas laterales y tuneles de alimentacion, todos ellos
conectados (Antenuchi y Busch 1992, Busch et al. 1989, 2000). El tamafio del home-
range varia entre los sexos, con los machos ocupando dreas mas grandes que las
hembras. Esta diferencia se ha atribuido a variaciones en las demandas energéticas
entre machos y hembras, siendo los machos mas grandes que las hembras vy
requiriendo asi mayores areas de forrajeo (Cutrera et al. 2006). Ademas, se ha
relacionado con el sistema de apareamiento de esta especie, una poliginia por defensa
de recursos (Zenuto et al. 1999).

El sistema subterrdaneo de tuneles en cual que habitan los tuco-tucos, ademas
de ofrecer proteccion de las fluctuaciones ambientales extremas existentes en la
superficie), se ha propuesto también como un amortiguador contra la predacion,
debido a que la cueva en si misma representa una adaptacion que les permite evitar a
los predadores (Nevo 1995, Reig et al. 1990). Aun cuando la mayor parte de las
actividades ocurre en el ambiente subterraneo, C. talarum realiza excursiones
frecuentes a la superficie mientras busca alimento o durante la dispersion (Malizia et
al. 1995, Busch et al. 2000). Aunque esta especie utiliza el olfato durante la excavacién
en la ubicacion de parches de alimento (Schleich y Zenuto, 2007), la mayor parte de la
recoleccidon ocurre en la superficie, cuando los animales emergen a cortas distancias de
las cuevas para cortar la vegetacién que crece en el suelo y luego vuelven hacia las
cuevas donde posteriormente consumen las hojas y tallos (Busch et al. 2000). Durante
estos breves periodos en la superficie, los tuco-tucos se vuelven vulnerables a los
predadores aéreos y terrestres, entre los que se encuentran principalmente los buhos,
zorros y gatos salvajes (Vassallo et al. 1994, Busch et al. 2000, Canepuccia 2005).
Ademas, en las areas periurbanas también se han detectado eventos predatorios por
perros y gatos domésticos (C. E. Schleich, com. pers). Recientemente, en un estudio de
la dieta de felinos Sudamericanos, se encontrd que el porcentaje de Ctenomys en la
misma fue mayor que el de otras especies de roedores caviomorfos (Zapata et al.
2015).

Estudios previos en esta especie de roedor subterraneo demostraron que la
exposicion a sefales de un predador natural ejerce un fuerte impacto sobre sus
habilidades cognitivas. Estas habilidades son particularmente relevantes para C.

talarum, ya que, un gran desarrollo de la orientacion espacial y de la capacidad de



aprender y memorizar un sistema de tuneles le permitiria lograr con éxito la obtencién
de alimento, reproducirse y defender el territorio de sus cuevas subterraneas
(Antinuchi y Schleich 2003). Dentro de las cuevas, la orientacién espacial se basa en
informacion sensorial restringida, debido al uso limitado de las sefiales auditivas y
olfativas, y a la imposibilidad de usar sefiales visuales para la orientacion (Reichman vy
Smith 1990). En consecuencia, esta restriccién de estimulos sensoriales requiere el
desarrollo de mecanismos de orientacién eficientes dentro de las cuevas. Estudios
previos mostraron que esta habilidad espacial puede estar modulada por el riesgo de
predacion. Por ejemplo, se observd que la exposiciéon puntual a sefiales directas de un
predador (inmovilizacién y orina de un gato) genera una respuesta de estrés que
produce un efecto negativo a corto plazo sobre la expresién de la memoria espacial de
referencia (que es adquirida por la repeticién de ensayos de una tarea, y persiste por
dias o meses) mientras que no afecta la formacion de la memoria espacial de trabajo
(se forma y expresa dentro de una sesion de una tarea) (Mastrangelo et al. 2009). Asi
mismo, se ha observado que el aprendizaje espacial es afectado en gran medida por la
presentacion puntual o crénica de sefiales de la presencia de predadores (Brachetta et
al. 2014). Por lo tanto, C. talarum resulta un modelo interesante para investigar el
desarrollo de comportamientos defensivos antipredatorios tendientes a evitar, no solo
las consecuencias deletéreas de un ataque directo de los predadores, sino también las
consecuencias de ataques fallidos, tales como alteraciones en la actividad y el uso del
habitat, la tasa de forrajeo, el crecimiento y la reproduccién (Preisser y Bolnick 2008).
Por lo tanto, el objetivo general de esta Tesis es evaluar la respuesta comportamental y
fisiolégica de un roedor silvestre subterraneo, C. talarum, frente a pistas indicativas de
la presencia de un predador utilizadas como indicadores de riesgo potencial de
predacion.

En particular, se desarrollaron los siguientes objetivos:

1): evaluar si el olor de un predador —gato- (orina o pelaje) induce variaciones a corto y
largo plazo en los niveles de a) ansiedad b) actividad locomotora c) exploracion y d)

comportamientos defensivos; y la activacion del eje pituitaria-adrenales. (Capitulo 1).

2): evaluar el efecto de la intensidad y repeticion de la sefial sobre la aparicion vy

extincién de los comportamientos defensivos. (Capitulo 2).



3): evaluar a) la influencia de la naturaleza, y el mecanismo de evaluacion de pistas
indicativas de la presencia de un predador, sobre la generacién de la respuesta
comportamental y fisiolégica a estrés por predacién b) la respuesta comportamental
asociada a tratamientos que inducen incrementos endégenos de GCs, exdgenos, asi

como la inhibicién de receptores de GCs. (Capitulo 3).

4): evaluar si la exposicidn prenatal a las sefiales de la presencia de un predador —gato-
(orina, piel + inmovilizacién) induce variaciones en los niveles de a) ansiedad b)
actividad locomotora c) exploracién y d) comportamientos defensivos, asi como en las

respuestas fisiologias e inmunoldgicas en crias. (Capitulo 4).

5): evaluar la respuesta comportamental asociada a actividades de alimentacion frente
a olores derivados de predadores utilizados como indicadores de riesgo potencial de

predacioén en el roedor subterrdneo C. talarum. (Capitulo 5).



CAPITULO 1

Respuesta de ansiedad a corto plazo frente a la

exposicion a olores de un predador.

El contenido de este Capitulo ha sido publicado como:
Brachetta V., Schleich C.E. and Zenuto R.R. 2015. Short-term anxiety response of the
subterranean rodent Ctenomys talarum to odors from a predator. Physiology and

Behavior, 151, 596—603.



CAPITULO 1: RESPUESTA DE ANSIEDAD A CORTO PLAZO FRENTE A LA
EXPOSICION A OLORES DE UN PREDADOR.

INTRODUCCION

Como fue descripto anteriormente, muchas especies de mamiferos muestran
respuestas fisiolégicas y comportamentales a las sefiales de los predadores, tales como
el olor de la piel, orina, heces, saliva y secreciones glandulares, particularmente de la
glandula anal (Apfelbach et al. 2005, Takahashi et al. 2005). En roedores, la exposicion a
predadores naturales o sus olores generalmente induce estados de ansiedad,
caracterizados por modificaciones a nivel comportamental (disminucién de la actividad
locomotora o inmovilizacion, supresidon de comportamientos no defensivos,
exploracion, evitacién de la fuente de peligro) y fisioldgica (asociada principalmente a la
activacion del eje HPA-hipotaldmico-pituitaria-adrenal; Adamec y Shallow 1993, Berton
et al. 1998, Blanchard y Blanchard 1990, Dielenberg et al. 1999, Kavaliers et al. 1994,
Zangrossi y File 1992). En el plano neural, diferentes exposiciones a olores de un
predador inducen la activacion de genes tempranos, como genes c-fos y/o AFosB, que
participan en los cambios en la actividad neuronal del sistema nervioso central (Hegab y
Wei 2014).

La expresiéon comportamental de la ansiedad, si no es controlada, puede
facilmente consumir una parte desproporcionada de los presupuestos de energia y
tiempo de cada animal, en detrimento de otros comportamientos cruciales (Blanchard
et al. 2008). Recientemente, y como producto del cambio del foco de interés hacia los
efectos no letales de los predadores sobre la demografia de la presa, el riesgo de
predacion ha sido indicado como un factor clave afectando no sélo las capacidades
cognitivas de la presa, sino también un conjunto de variables fuertemente asociadas a
la supervivencia y la reproduccién, como la condicién fisica, el comportamiento
parental, la eficiencia de forrajeo, y hasta el dafio cromosémico, que comprenden en

conjunto la "ecologia del miedo" (Clinchy et al. 2013).



Aungue los individuos presa muestran respuestas defensivas innatas cuando son
expuestos al olor de un predador, estas varian de acuerdo a la fuente de olor detectado.
Los olores derivados de la orina o las heces generalmente no solo persisten mucho
tiempo después de que el predador abandona el lugar, sino que ademas estos defecan
de forma selectiva en lugares donde no cazan. Por lo tanto, el valor predictivo respecto
de una amenaza predatoria es bajo, provocando, en consecuencia, una respuesta
comportamental débil. Por el contrario, los olores derivados de la piel o del pelaje de los
predadores indican su proximidad y riesgo inmediato, generando un comportamiento
defensivo mas fuerte (Staples 2010, Blanchard et al. 2003a).

Si bien los mamiferos responden a los olores de los predadores en una
diversidad de formas, la evidencia disponible en roedores silvestres se restringe a unas
pocas especies e incluye reportes sobre las modificaciones en la actividad locomotora,
la alimentacién y el uso del espacio en varias especies de cricétidos (Microtus
oeconomus, Microtus agrestis, Microtus arvalis) y el topillo rojo (Clethrionomys
glareolus; Calder y Gorman 1991, Borowski 1998,b, Borowski y Owadowska 2001), asi
como efectos en la reproduccién y el desarrollo de las crias en cricétidos (Microtus
unguiculatus y Mesocricetus auratus) y el hamster enano (Phodopus campbelli, Vasilieva
et al. 1999, 2001). Sullivan y colegas (1988) informaron que las tuzas nortefias
(Thomomys talpoide) evitaron el TMT -2,4,5 trimetiltiazolina, olor sintético de las heces
de zorro- en el laboratorio, pero no la orina de diversos predadores. Sin embargo, la
evidencia presentada destaca que hay poca informacion disponible acerca de las
respuestas comportamentales a estas situaciones amenazantes en roedores silvestres.

Ctenomys talarum constituye un modelo interesante para explorar los aspectos
fisiolégicos y comportamentales previamente mencionados. Como fue detallado en la
introduccién, este roedor silvestre se expone frecuentemente a varios predadores
durante sus excursiones en superficie buscando alimento. Ademas de los efectos
directos obvios y perjudiciales de un evento predatorio, un ataque fallido también
presenta fuertes consecuencias para el fitness de la presa. En el caso particular de esta
especie de tuco-tuco, la exposicion a sefiales de predador afecta notoriamente las
habilidades espaciales, claves para un animal que desarrolla la mayor parte de sus
actividades en extensos y complejos tuneles subterrdneos (Mastrangelo et al. 2009,

Brachetta et al. 2014). Por lo tanto, es esperable que frente a una situacion de riesgo



predatorio, las presas experimenten un estado de ansiedad que les permita evaluar el
riesgo potencial de este encuentro y generar una respuesta comportamental que
permita resolver esta situacion estresante con éxito. En el caso particular de C. talarum,
la afectacién de las habilidades cognitivas causada por el contacto con un predador
podria evitarse mediante el desarrollo de comportamientos defensivos anti-predatorios.
En consecuencia, el objetivo general de este capitulo consiste en evaluar la respuesta
comportamental y fisiolégica de individuos de C. talarum expuestos a los olores de
predadores utilizados como indicadores de riesgo potencial de predacién. En particular,
evaluaremos en el tuco-tuco de los talas, si el olor de un predador (orina o piel/pelaje
de un gato) induce: 1) cambios en la respuesta comportamental, asi como 2) activacion

del eje pituitario-adrenal.

Se predice que sefiales de un predador, determinaran en individuos de C. talarum,
aumentos en sus niveles de ansiedad y la aparicion de comportamientos defensivos
expresados como una disminucién en la actividad locomotora y exploratoria. Tales
cambios comportamentales serdn acompafados de variaciones en parametros
fisiolégicos relacionados al estrés tales como mayores niveles plasmaticos de glucosa,
cortisol y proporcion de neutrofilos-linfocitos. Estos efectos comportamentales vy
fisiolégicos seran mas evidentes ante la presentacién de las pistas olfativas de
piel/pelaje debido al caracter de inmediatez de un potencial ataque que estas

representan en relacion a la orina.

MATERIALES Y METODOS

Animales y condiciones de laboratorio

Se capturaron adultos de ambos sexos (41 machos y 63 hembras), entre junio de
2013 y septiembre de 2014. Los animales fueron capturados en Mar de Cobo (37° 46'S,
57° 26'W, provincia de Buenos Aires, Argentina) utilizando un set de trampas plasticas
de captura viva (de malla metalica, didametro 10 cm) colocadas en el interior de los
tuneles asociados a monticulos de superficie frescos. A continuacién, los individuos
fueron transportados al laboratorio y alojados en cajas de plastico individuales (30 x 40

x 25 cm) provistas de virutas de madera. La temperatura en el bioterio se mantuvo



constante a 25 + 1°C (termoneutralidad) y un fotoperiodo de LO 12:12. La comida fue
suministrada diariamente y consistid en batatas, lechuga, maiz, pastos mixtos y semillas
de girasol. Después de 7 dias de aclimatacion al laboratorio, los animales fueron
utilizados en los diferentes experimentos. Al finalizar los mismos se devolvieron todos
los animales al sitio de captura en buenas condiciones de salud.

En esta Tesis se realizd la captura, manejo y mantenimiento en cautiverio de
todos los animales de acuerdo con las pautas aprobadas por la Sociedad Americana de
Mastozoologia (Sikes et al. 2016) y las leyes actuales de Argentina. Una vez conformado
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
FCEyN de la UNMdP, se tramitd la aprobaciéon de los protocolos utilizados (CICUAL
2555-06-14 RD 141/15).

Exposicion a sefales de predadores

Los tuco-tucos fueron expuestos a dos sefiales olfativas diferentes que indican la
presencia de un predador: virutas de madera impregnadas con orina de un gato macho
adulto (obtenidas 24 hs antes de los experimentos) y un pafio de tela (6 cm x 6 cm)
impregnado con olor de la piel del gato (obtenido después de permitir que un gato use
la tela para descansar sobre ella durante un periodo de 7 dias antes del experimento).
Las diferentes muestras se almacenaron (tiempo maximo 24 hs) a -20 °C en bolsas
plasticas selladas hasta su uso.

Para comparar los efectos de la exposicién de los individuos a los olores de un
predador, los individuos del grupo control fueron expuestos a agua inodora o aceite de
citronela concentrado, que comuUnmente se utiliza como olor control en muchos
estudios, ya que se ha demostrado que no presenta ningun efecto de valor emocional o
heddnico para las ratas (Williams et al. 2005, Kemble y Bolwahnn 1997). Para ello, se
colocd 1 ul de citronela en un papel adsorbente que se mezcld durante 1 minuto con 10
g de virutas de madera y posteriormente se conservaron en bolsas de plastico selladas
hasta su uso. Dado que no se observo diferencia estadistica entre el agua o la citronela

(ver resultados), los datos de ambas condiciones de control se agruparon.



Procedimiento

Todos los procedimientos experimentales se realizaron a Ultima hora de la
mafiana. El comportamiento exploratorio de los tuco-tucos se registrd en dos pruebas
utilizadas cominmente para evaluar ansiedad en roedores: el campo abierto (Manaf et
al. 2003, Montiglio et al. 2010) y el laberinto en cruz elevado (Pellow et al. 1985,
Rodgers y Dalvi 1997, Holmes et al. 2000). Los individuos fueron utilizados sélo una vez

en una de las pruebas a lo largo del estudio.

Campo abierto (CA, Fig. 1)

El dispositivo de campo abierto consiste en una caja de acrilico oscuro (100 cm x
100 cm x 35 cm altura) dividida en 25 cuadrados iguales marcados por lineas en el piso.
Los cuadrados se nombran consecutivamente empezando del izquierdo inferior (A1)
hasta el cuadrado superior derecho (E5). Los individuos ingresan en el campo abierto
por una abertura cerca del cuadrado A3, mientras que la fuente de olor se coloca en el
medio del cuadrado E3. Las muestras con olores del predador y controles se presentan
a los individuos en soportes de plastico estandarizados (diametro: 11 cm) cubiertos con
una malla metdlica. El comportamiento de los tuco-tucos se registra usando una cdmara
de video por un periodo de 10 min vy, luego, se determinan los siguientes parametros a
partir de los registros: distancia total recorrida (cm), tiempo en movimiento (% tiempo
total), latencia para llegar y tiempo en el area cerca de la fuente olor (% tiempo total en
cuadrados E2 a E4 y D2 a D4), numero de contactos con la fuente de olor, tiempo
rascando paredes cercanas o distantes a la fuente de olor (s), y niumero de veces que
los individuos orinan en el campo abierto. Al finalizar cada experimento, el dispositivo
se lava con agua y detergente sin olor, se limpia con etanol y luego se seca al aire para
gue no permanezcan los olores de los tratamientos previos. Para manipular los

animales y el aparato se utilizan guantes de latex para evitar transferir el olor humano.



Fig 1. Dispositivo de campo abierto.

Procedimiento experimental: los animales fueron previamente asignados al azar a 4
grupos de acuerdo con el tipo de olor del predador usado: G1 control (7 machos y 9
hembras), G2 orina (9 machos y 11 hembras), G3 tela impregnada con olor de la piel del

gato (6 machos y 9 hembras) y G4 control citronela (2 machos y 4 hembras).

Laberinto en cruz elevado (LE, Fig. 2)

El mismo consiste en una cruz de acrilico con dos brazos opuestos con paredes
transparentes y dos con paredes oscuras (25 cm de altura). La longitud de los brazos es
de 45 cm y se extiende desde una plataforma central de 10 cm x 10 cm. El laberinto se
eleva 70 cm del nivel del piso con un soporte de madera. El comportamiento de los
tuco-tucos se registra utilizando una cdmara de video durante 5 minutos vy, luego, se
determinan los siguientes pardmetros a partir de los registros: distancia total (cm),
numero de entradas a los brazos, nimero de entradas a los brazos transparentes (%
total), tiempo de permanencia en los brazos transparentes (% tiempo total), el tiempo
rascando las paredes en los brazos transparentes (% tiempo total) y el nimero de veces
gue los individuos orinan o defecan en el laberinto. Después de cada experimento, el

laberinto se limpia como se explicé anteriormente.



Fig. 2. Laberinto en cruz elevado.

Procedimiento experimental: previo a empezar los experimentos, los animales fueron
expuestos en sus cajas a las diferentes fuentes de olor del predador o muestras control
durante un periodo de 60 minutos: G1 controles (7 machos y 7 hembras), G2 orina (6
machos y 10 hembras), G3 tela impregnada con el olor de la piel (6 machos y 9
hembras) y G4 control citronela (2 machos y 4 hembras). De manera similar al
experimento anterior, las diferentes muestras se presentaron a los individuos en
soportes de plastico cubiertos con una malla metélica durante un periodo de una hora
antes de los experimentos. Luego, los animales fueron llevados al laberinto y colocados

en la plataforma central para comenzar el experimento.

Medidas de estrés fisioldgico

Al finalizar cada experimento, se tomdé una muestra de sangre de cada animal a
partir del seno retroorbital. El muestreo de sangre no tardé mdas de 3 min para
garantizar que los niveles de glucocorticoides no fueron afectados por el procedimiento
de extraccion (Vera et al. 2011). Luego se determinaron los siguientes parametros
fisiologicos a partir de muestras de sangre: hematocrito, glucosa en sangre, cortisol en
plasma vy relacion N/L; siendo que los ultimos tres parametros suelen cambiar durante

la respuesta al estrés (Armario 2006, Johnstone et al. 2012) y se utilizaron en estudios



anteriores en C. talarum (Brachetta et al. 2014, Vera et al. 2008, 2011, Cutrera et al.

2010, Schleich et al. 2015).

Hematocrito: los niveles de hematocrito, informativos de la condicion fisioldgica de un
organismo (Johnstone et al. 2012), se obtuvieron por centrifugacion capilar durante 15

min a 14.000 rpm.

Glucosa: los niveles de glucosa en sangre, que varian en respuesta a factores de estrés
de nivel intermedio (Armario et al. 1986), se determinaron utilizando un glucémetro

(Accu-Chek Active Roche Diagnostics, rango de medicién del sistema: 10-600 mg/dL).

Cortisol: dado que en C. talarum se encontrd que el cortisol, y no la corticosterona,
varia en respuesta a la exposicién a factores de estrés (Vera et al. 2011), los valores de
esta hormona se obtuvieron utilizando un kit DRG ™ (Cortisol ELISA EIA-1887, ensayo

por inmunoabsorcion ligado a enzimas en fase sdlida).

Neutrofilos/Linfocitos: el nimero de linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos, basofilos y
monocitos se determind mediante un microscopio a 450X, a partir de extendidos de
sangre fijados en metanol al 70% durante 10 min y tefiidos con May-Grunwald-Giemsa.
Se contaron todos los tipos de celulares en un total de 200 leucocitos y luego se calculé
la relacion N/L. La relacion N/L es un parametro de estrés que aumenta con la secrecion
de glucocorticoides particularmente asociada al estrés cronico (Davies et al. 2008), pero
mas recientemente Miuller y colegas (2011) propusieron que la relacion N/L y los GCs
indicarian diferentes condiciones de estrés. En C. talarum, se han verificado aumentos
en la relacion N/L durante situaciones estresantes puntuales (inmovilizacién breve, Vera
et al. 2011) y cronicas (por ejemplo, cautiverio, Vera et al. 2008 y restriccion

alimentaria, Schleich et al. 2015).

Analisis estadistico
Se utilizd el test ANOVA de dos vias (sexo y exposicion como factores) para
evaluar si los diferentes parametros fisiolégicos y comportamentales de estrés difirieron

entre tuco-tucos hembra y macho expuestos o no a olores del predador (orina y tela



impregnada con el olor de la piel del gato). Cuando se observaron efectos
estadisticamente significativos de los factores, se utilizé el test de Tukey para identificar

diferencias entre grupos.

RESULTADOS

Control: agua vs citronela

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos expuestos a agua o
citronela: test de campo abierto; distancia total recorrida (test det, n=22; gl=20,t=-
0.634, p = 0.533), tiempo en movimiento (test de t, n = 22; gl = 20, t = -0.366, p =
0.719), latencia en llegar a la fuente de olor (test de t, n = 22; gl = 20, t = 0.158, p =
0.876), tiempo en el drea cercana a la fuente de olor (test det, n = 22; gl = 20, t = -
1.289, p =0.212), numero de contactos con la fuente de olor (test de t, n = 22; gl =20, t
= -1.146, p = 0.265), tiempo rascando paredes en la zona cercana (test de Mann-
Whitney, n =22; T=116.5, p =0.100) o lejana (testde t, n = 22; gl =20, t=-0.0277,p =
0.978) a la fuente de olor; medidas de estrés fisioldgico: hematocrito (test de t, n = 22;
gl =20, t=0.629, p =0.537), cortisol (test de Mann-Whitney, n = 22; T = 86.000, p =
0.707), glucosa (test de Mann-Whitney, n = 22; T = 75.500, p = 0.101) y relacién N/L
(test de t, n = 22; gl = 20, t =-0.595, p = 0.558). Test de laberinto en cruz elevado:
distancia total recorrida (test de Mann-Whitney, n = 18; T = 58.000, p = 0.963), nimero
de entradas a los brazos (test de Mann-Whitney, n = 18; T = 57.000, p = 0.963), nimero
de entradas a los brazos transparentes (test de t, n = 18; df = 16, t = -0.0608, p = 0.952),
tiempo de permanencia en brazos transparentes (testdet, n=18; gl=16,t=1.662, p =
0.116), tiempo rascando paredes en brazos transparentes (test det, n = 18; gl =16, t =
0.887, p = 0.388); medidas de estrés fisiologico: hematocrito (test det, n = 18; gl = 16, t
= -0.276, p = 0.786), cortisol (test de Mann-Whitney, n = 18; T = 58.000, p = 0.963),
glucosa (test de t, n = 18; gl = 16, t = -0.365, p = 0.720) vy relacion N/L (test de Mann-
Whitney, n = 18; T =52.000, p = 0.673).



Test de campo abierto

— Distancia total recorrida (cm): la distancia total recorrida no difirié entre los
tratamientos (ANOVA, n =52; gl =2, F = 1.611, p = 0.211) ni entre sexos (ANOVA, n =
52;gl=1,F=0.0130, p =0.910).

— Tiempo en movimiento (% tiempo total): la presencia de olores del predador
disminuyd el porcentaje de tiempo en movimiento en individuos expuestos (ANOVA, n =
52; gl =2, F =24.301, p < 0.001, Fig. 3a) aunque no se encontraron diferencias entre
sexos (ANOVA, n =52; gl =1, F =0.786, p = 0.380). Tests de Tukey revelaron que los
grupos expuestos fueron diferentes a los controles (control vs G2: p < 0.001; control vs

G3: p <0.001), sin embargo, no se encontraron diferencias entre G2 y G3 (p = 0.599).

— Latencia para llegar a la fuente de olor: el tiempo empleado hasta hacer contacto con
la fuente de olor no difirié entre los grupos expuestos y el control (ANOVA, n =52; gl =

2, F=0.918, p = 0.407) ni entre sexos (ANOVA, n =52; gl =1, F =0.854, p = 0.360).

— Tiempo en el drea cercana a la fuente de olor (% tiempo total): no se encontraron
diferencias entre los tratamientos (ANOVA, n =52; gl =2, F = 0.230, p = 0.796) ni entre
sexos (ANOVA, n=52;gl=1, F=1.245, p =0.270).

— Numero de contactos con la fuente de olor: el nimero de contactos no difirid
significativamente entre los grupos control y expuestos a las diferentes fuentes de olor
(ANOVA, n =52; gl =2, F=0.516, p = 0.600) ni entre sexos (ANOVA, n=52; gl =1, F=
1.741, p = 0.194).

— Tiempo rascando paredes en la zona cercana a la fuente de olor (s): el tiempo
rascando las paredes en la zona cercana a la fuente de olor difirid significativamente
entre los grupos control y tratamiento (ANOVA, n = 52; gl =2, F = 3.853, p = 0.028; Fig.
3b). Test de Tukey revelaron que los valores de los grupos control fueron mayores que
los observados en el grupo G2 (p = 0.028). No se encontraron diferencias entre sexos

(ANOVA, n =52; gl =1, F=0.209, p = 0.650).



— Tiempo rascando paredes en la zona lejana a la fuente de olor (s): similarmente, el
tiempo rascando paredes en la zona lejana a la fuente de olor difirié entre los grupos
control y tratamiento (ANOVA, n = 52; gl = 2, F = 6.571, p = 0.003; Fig. 3c). Tests de
Tukey revelaron que los valores de los grupos control fueron mayores que los
observados en el grupo G2 (p < 0.001) y G3 (p < 0.001). No se observaron diferencias
entre sexos (ANOVA, n=52;gl=1, F=0.442, p =0.510).

— Orina y heces: debido a que solo 12 hembras 8 machos orinaron, mientras que 17

hembras y 15 machos defecaron en el campo abierto, este pardmetro no fue analizado.
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Fig. 3. Tiempo en movimiento (% total) (Media + DE) (a), tiempo rascando las paredes
cerca (b) y lejos (c) la fuente de olor (seg) (Media + DE) en el campo abierto (hembras y
machos, controles (G1) y expuestos a estrés (G2: orina y G3: olor de piel de gato). Las

barras indican diferencias significativas (p<0.05) entre el control y los grupos expuestos.



Medidas de estrés fisioldgico

— Hematocrito: el hematocrito no difirié entre los grupos tratamiento y control (ANOVA,
n=>52;gl =2 F=0.168, p = 0.846). Se detectaron valores de hematocrito mayores en

machos que en hembras (ANOVA, n=52; gl =1, F=20.651, p <0.001, Tabla 1).

— Niveles de glucosa en sangre: 1os niveles de glucosa en sangre no difirieron entre los
grupos tratamiento y control (ANOVA, n =52; gl =2, F=0.410, p = 0.667), y tampoco se
observaron diferencias entre sexos (ANOVA, n=52; gl=1,F=1.692, p =0.199, Tabla 1).

- Niveles de cortisol plasmdtico: los niveles de cortisol no difirieron entre los
tratamientos y los grupos control (ANOVA, n =52, gl =2, F = 0.0893, p = 0.915), pero se
observaron diferencias significativas en los niveles de cortisol entre los sexos, con
valores mayores observados en las hembras (ANOVA, n =52, gl =1, F = 13.309, p <
0.001, Tabla 1).

— Relacion neutrdfilos/linfocitos (N/L): a pesar de que se observd una tendencia a
mayores proporciones en el grupo 3 en ambos sexos, no se observaron diferencias en la
relacion N/L entre los grupos control y tratamiento (ANOVA, n=52,gl=2,F=2.425,p =
0.100), mientras que difieren entre sexos, con valores mas altos observados en machos

(ANOVA, n =52; gl =1, F = 7.494, p = 0.009, Tabla 1).



Tabla 1: hematocrito (media + desvio estdndar), niveles de glucosa en sangre (mg/ml) (media + desvio
estdndar), relacién neutrofilos/linfocitos (media # desvio estdndar) y niveles plasmdticos de cortisol (ng/ml) en
machos y hembras de Ctenomys Talarum (n =52) en grupo control (G1) y grupos expuestos a olores de

predadores (G2: orina y G3: olor de piel de gato).

Campo abierto
G1 G2 G3
Hembras | Machos | Hembras | Machos | Hembras | Machos
Hematocrito 442+2 | 48.14+4 | 42.09+3 | 4955+5 | 44.67+5 | 485+%3
Niveles de glucosa en sangre(mg/ml) 75+12 94+32 | 93.6+23 |80.71+£26|104.67 +32| 85.2+ 25
Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) 33.91+22| 9.80+4 [31.94+30| 14.01+9 (24.18+17| 13.88+5
Relacién neutréfilos/linfocitos 1.15+1 117+1 1.02+1 19+1 2565 4.87+3

Test de laberinto en cruz elevado

- Distancia total recorrida (cm): la distancia total recorrida fue menor en individuos
expuestos a olores de predadores, aunque este resultado fue sdlo marginalmente
significativo (ANOVA, n = 46, gl = 2, F = 2.800, p = 0.079, Fig. 4a). No se observaron
diferencias entre sexos (ANOVA, n =46; gl =1, F =0.884, p = 0.353).

- Numero de entradas a los brazos: no se observaron diferencias entre los grupos
control y los grupos expuestos (ANOVA, n = 46, gl =2, F = 2.313, p = 0.112) ni entre
machos y hembras (ANOVA, n=46; gl =1, F=1.071, p = 0.307).

- Numero de entradas a los brazos transparentes (% total): los individuos expuestos a
olores de un predador ingresaron menos veces a los brazos transparentes que los
controles (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 4.753, p = 0.014, Fig. 4b). El test de Tukey reveld
diferencias entre los grupos G1 vs. G2 (p = 0.029) y G1 vs. G3 (p = 0.030), pero no se
encontraron diferencias entre G2 y G3 (p = 1.000). El numero de entradas no difirié

entre sexos (ANOVA, n=46;gl=1, F=1.167, p =0.286).

- Tiempo de permanencia en los brazos transparentes (% del tiempo total): se observd
un efecto significativo de la exposicién de los individuos a olores de un predador

(ANOVA, n =46; gl =2, F=7.226, p = 0.002), con tuco-tucos expuestos permaneciendo




menos tiempo en los brazos transparentes que los controles (test de Tukey, G1 vs. G2: p
= 0.013; G1 vs. G3: p = 0.003), pero no se encontraron diferencias entre G2 y G3 (p =
0.844). No se observaron diferencias entre machos y hembras en este parametro

(ANOVA, n=46;gl=1,F=2.648, p=0.112, Fig. 4c).

- Tiempo rascando las paredes en los brazos transparentes (% del tiempo total): se
observd un efecto global significativo de exponer a los individuos a olores de un
predador (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 4.204, p = 0.022, Fig. 4d). El test de Tukey reveld
que los tuco-tucos expuestos al olor de piel de gato rascaban menos tiempo que los
individuos del grupo control mientras estaban en los brazos transparentes (p = 0.017),
pero no se encontraron diferencias entre G2 y G3 (p = 0.410). Nuevamente, no se
detectaron diferencias entre machos y hembras (ANOVA, n =46; gl =1, F=0.852, p =
0.362).
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Medidas de estrés fisioldgico

- Hematocrito: se detectaron valores de hematocrito superiores en los grupos tratados
que en los controles (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 3.703, p = 0.033). El analisis a posteriori
revelé diferencias significativas entre G1 y G3 (p = 0.042), pero no se encontraron
diferencias entre G1 y G2 (p = 0.939) y entre G2 y G3 (p = 0.087). Se observaron
diferencias entre sexos, con valores mas altos en machos (ANOVA, n =46; gl =1, F =

27.256, p < 0.001, Tabla 2).

- Niveles de glucosa en sangre: no se observaron diferencias entre los grupos tratados y
control (ANOVA, n = 46; gl =2, F =0.359, p = 0.701) o entre sexos (ANOVA, n = 46; gl =
1,F=1.946,p=0.171, Tabla 2).

- Niveles de cortisol plasmdtico: los niveles de cortisol no difirieron entre los grupos
tratamiento y control (ANOVA, n = 46; gl = 2, F = 1.113, p = 0.339), sin embargo, se
observaron valores mds altos en las hembras (ANOVA, n =46; gl =1, F =4.733, p =

0.036, Tabla 2).

- Relacion Neutrdfilos/Linfocitos (N/L): en el test del laberinto elevado no se observaron
diferencias entre los grupos control y tratamiento (ANOVA, n =46; gl=2, F =0.123,p =
0.884) ni entre sexos (ANOVA, n=46; gl =1, F=2.374, p =0.131, Tabla 2).



Tabla 2: hematocrito (media + desvio estdndar), niveles de glucosa en sangre (mg/ml) (media + desvio
estdndar), relacién neutrofilos/linfocitos (media * desvio estdndar) y niveles plasmdticos de cortisol (ng/ml) en
machos y hembras de Ctenomys talarum (n = 46) en grupo control (G1) y grupos expuestos a olores de

predadores (G2: orina y G3: olor de piel de gato).

Laberinto en cruz elevado

G1 G2 G3
Hembras | Machos | Hembras | Machos | Hembras | Machos
Hematocrito 44 +1 46.86+2 | 446+2 | 46.83+3 | 4467+3 | 5053
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) 90.12+29|87.43+24| 953+47 | 80+18 |90.22+25|69.67 +14
Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) 30.07+34| 15.65+9 |27.67+41| 8.05+3 1432+8 | 8.84+3
Relacién neutroéfilos/linfocitos 1.72+1 | 1.17+1 | 11241 | 2.22+2 | 152+1 | 3.45+3
DISCUSION

La predacion conlleva un riesgo mucho mayor que la pérdida temporal de
alimento, agua o una pareja, ya que un solo encuentro predador-presa puede conducir
a la muerte de la presa o producir un efecto significativo sobre su fitness (Kavaliers y
Choleris 2001). Por lo tanto, es esperable que las presas desarrollen capacidades para
distinguir las pistas de los predadores que indiquen un riesgo potencialmente mortal y
generen reacciones comportamentales apropiadas en respuesta a esta amenaza. Estos
comportamientos "anti-predatorios" son cruciales para la supervivencia (Apfelbach et
al. 2005).

Varios trabajos han demostrado que los olores de los predadores desencadenan
en las presas una serie de respuestas fisiolégicas y comportamentales no
condicionadas. En estudios de campo, se demostrd que los olores de los predadores
tienen un impacto directo sobre la reproduccion, el uso del espacio, la actividad
locomotora o la competencia intraespecifica (Vasilieva et al. 2000, Roberts et al. 2001,
Borowski y Owadowska 2001). Por otro lado, en trabajos de laboratorio, se observaron

mayores niveles de ansiedad y aparicién de comportamientos defensivos luego de la



exposicion a los olores de los predadores, aunque estos efectos se presentan con
variaciones entre especies (Carobrez y Bertoglio 2005, Ennaceur 2014). Por ejemplo, De
Paula y colegas (2005) demostraron que ratas macho albinas Wistar mostraron
comportamientos de ansiedad después de la exposicion al olor de los predadores,
mientras que Dielenberg y colegas (1999) mostraron que la rata gris (Rattus norvegicus)
exhibid mayores niveles de ansiedad en el laberinto en cruz elevado luego de la
exposicion a un collar de gato. Generalmente los cambios comportamentales
observados con mayor frecuencia después de la exposicidn al olor de los predadores
son disminuciones en la actividad locomotora y comportamientos no defensivos -como
el aseo vy la reproduccion- y el retiro a lugares alejados del sitio con olor (Blanchard y
Blanchard 1989, McGregor et al. 2002).

En esta primera parte de la Tesis Doctoral expusimos individuos adultos de C.
talarum a dos diferentes olores de predadores y evaluamos su respuesta en las pruebas
de campo abierto y laberinto elevado. En la primera prueba se encontré que la
presencia de olores de predadores disminuyé el porcentaje de tiempo en movimiento
en individuos expuestos a olores de orina o piel/pelaje, una respuesta también
observada, por ejemplo, en machos de ratas Sprague-Dawley en respuesta al olor del
gato (Mufioz-Abelldn et al. 2011). Por otro lado, se encontré que el tiempo transcurrido
hasta el contacto, el nimero de contactos con la fuente de olor y el tiempo en el drea
cercana a la fuente de olor no difirid entre los grupos control y tratamiento. Sin
embargo, el tiempo rascando las paredes cerca y lejos de la fuente de olor en los grupos
tratamiento fue menor que en los grupos control, lo que indica, nuevamente, niveles
mas bajos de actividad en los individuos confrontados con las sefiales de los
predadores.

Los resultados del laberinto en cruz elevado, una prueba clasica para evaluar la
ansiedad en roedores, también revelaron una disminucion en la distancia total recorrida
en individuos expuestos a los olores de los predadores, aunque este resultado fue sélo
marginalmente significativo. No se encontraron diferencias en el nimero total de
entradas a los brazos entre el grupo control y los grupos tratamiento. Sin embargo, los
individuos expuestos a los olores de los predadores entraron con menos frecuencia y se
guedaron menos tiempo en los brazos transparentes que los controles. Por lo tanto, los

tuco-tucos expuestos a una situacidon amenazante tienden a evitar los brazos abiertos y



muestran una clara preferencia por las areas protegidas, un resultado consistente con
una respuesta ansiogénica. Resultados similares se observaron en diversas especies
comunmente usadas en laboratorio, como ratas macho Wistar (McGregor et al. 2002)
gue mostraron un menor numero de entradas y permanecieron menos tiempo en los
brazos abiertos del laberinto elevado cuando se expusieron a olores de gato. Por otro
lado, y concomitante a lo observado en el campo abierto, los individuos expuestos al
olor de piel de gato rascaron las paredes menos que los individuos control mientras
estan en los brazos transparentes. Tomando los resultados de ambas pruebas en
conjunto, queda claro que la exposicion de individuos de C. talarum a los olores de
predadores provoca un estado de ansiedad y la aparicion de comportamientos anti-
predatorios, caracterizados principalmente por una disminucion en las actividades
locomotoras y exploratorias. Tales cambios en su comportamiento representan un claro
beneficio antipredatorio ya que los animales cautelosos estarian mas atentos a la
presencia de un predador en la cercania. Ademas, se espera que la tasa de encuentro y
la deteccion por un predador se reduzcan y, en consecuencia, la probabilidad de
captura sea potencialmente reducida (Banks et al. 2000).

A pesar de que la mayoria de los estudios que investigan la ansiedad en roedores
se han centrado en un sexo (principalmente a los machos; Blanchard et al. 1995,
Bridges y Starkey 2004), algunos trabajos examinaron las diferencias en la respuesta de
ansiedad entre machos y hembras, revelando una gran variabilidad en los resultados
obtenidos. Aunque se describieron diferencias sexuales en los niveles de ansiedad antes
o después de la exposicién a los olores de un predador (Bridges y Starkey 2004,
Johnston y File 1991, Zimmerberg y Farley 1993, Palanza 2001, Starkey y Bridges 2010),
estos resultados parecerian estar influenciados por una gran diversidad de factores
como la especie o el tipo de cepa utilizada, la edad y/o condicién reproductiva de los
individuos vy el tipo de prueba comportamental realizada. Esta enorme diversidad en las
respuestas de ansiedad entre sexos ha imposibilitado el establecimiento de patrones
generales en roedores. En el presente estudio encontramos que los parametros
comportamentales obtenidos en el campo abierto y el laberinto elevado no difirieron
entre machos y hembras, con o sin exposicion a los olores de los predadores. Este
resultado es congruente con las caracteristicas biolégicas de esta especie de roedor

solitario, en la cual ambos sexos estan igualmente expuestos a la predacion durante sus



periodos de forrajeo en la superficie, y también con estudios previos que revelaron que
la exposicion a sefiales de predadores afectd las habilidades espaciales de ambos sexos
en forma similar (Mastrangelo et al. 2009, Brachetta et al. 2014).

Otro resultado destacable de este primer experimento es la ausencia de
diferencias entre las respuestas comportamentales de los individuos expuestos a la
orina u al olor de piel de gato. En varias especies de roedores, los efectos
comportamentales producidos por heces/olores de la glandula anal (por ejemplo, TMT)
fueron considerablemente menos evidentes que los obtenidos por contacto con la
piel/pelaje de un gato vivo u olores naturales de un gato (Blanchard et al. 20033,
McGregor et al. 2002). En esta linea, Mufoz-Abelldn y colaboradores (2008)
encontraron que la exposicion de ratas al olor de piel de gato provocd una inhibicidon
comportamental mayor en comparacién con otras expuestas a olor de orina. Este
efecto disimil se puede atribuir a los diferentes grados de informacion predictiva
indicada por estas pistas. El olor de la piel/pelaje del gato indicaria que un predador
estd cercano mientras que las heces o los olores de la glandula anal implica que el
mismo ha estado presente (Blanchard et al. 2003a). Por lo tanto, basandose en esta
hipdtesis, la ausencia de diferencias entre la respuesta comportamental de C. talarum a
orina o de piel de gato es intrigante. Una posible explicacion podria atribuirse a las
intensidades de olor utilizadas en este estudio, lo cual se expandird en el Capitulo 2. Es
sabido que la cantidad o concentracién de sefial u olor del gato suele ser un factor
importante que subyace al nivel de expresién del comportamiento de miedo no
condicionado (Takahashi et al. 2005). Sin embargo, algunos estudios mostraron
evidencia que apoya la idea que los olores de arena utilizada por un gato y los olores de
piel resultan en cambios similares de comportamiento a largo plazo (Cohen et al. 2005,
2006), aunque esta ausencia de diferencias entre ambas fuentes podria haberse debido
a la inclusién accidental de pelo en la muestra de olor (Mufioz-Abellan et al. 2008). En
los presentes experimentos se procedid a colectar las muestras de orina justo después
de que el gato orinara con el fin de evitar la contaminacion de muestras, por lo que la
ausencia de diferencias no se deberia a una mezcla accidental de las fuentes de olor.

Aparte del analisis de la respuesta comportamental, varios estudios han
investigado los efectos fisioldgicos de la exposicion a los olores de predadores en

roedores (Apfelbach et al. 2005). En el presente estudio se midieron parametros



fisioldgicos que estiman la condicién de los individuos (hematocrito) o que varian
durante la respuesta al estrés y pueden utilizarse como indicadores de estrés (niveles
de glucosa, relacién N/Ly niveles de cortisol en plasma). En el laberinto en cruz elevado
se detectaron valores de hematocrito mas altos en los grupos expuestos al olor de
piel/pelaje. Dado que los individuos de ambos sexos fueron alimentados de la misma
manera, las diferencias observadas no pueden atribuirse a variaciones en la hidratacién.
Ademas, en ambas pruebas se detectaron valores de hematocrito mayores en machos
qgue en hembras. En un estudio previo Brachetta y colegas (2014) obtuvieron resultados
similares, y esto podria atribuirse al dimorfismo sexual en el tamafio en esta especie,
donde los machos muestran mayor masa muscular y robustez.

En estos analisis también se encontrd que la glucosa en sangre, sensible a los
factores de estrés de nivel intermedio (Armario 2006), no difiere entre el grupo control
y los grupos expuestos al olor de los predadores en las pruebas de campo abierto y
laberinto en cruz elevado. En relacion con la relacion N/L, Vera y colegas (2011)
encontraron que C. talarum mostré incrementos en estos valores después de una
situacién de estrés cronico causada por el cautiverio, las restricciones alimentarias y
también en respuesta a la inmovilizacion. En el presente experimento, no se detectaron
diferencias en la relacion N/L entre los grupos control y tratamiento, aunque los valores
de N/L en el Ultimo grupo fueron claramente superiores a los esperados para la
condicion de cautiverio (Vera et al. 2011), lo que puede atribuirse, al menos en parte, a
una alta varianza en este parametro. La deteccién de niveles incrementados de
glucocorticoides en roedores expuestos a riesgo de predacion es muy variable y
dependiente de la duracién (pocos minutos a semanas), tipo de exposicion (diferentes
fuentes de olor, presencia de gato, sonidos) y el método de muestreo hormonal
(plasma, heces) (Masini et al. 2005, Tidhar et al. 2007, Mufioz-Abellan et al. 2008). Estas
diferencias contribuyen a confundir la relacion entre la exposicién al olor de los
predadores y el nivel de respuesta fisiolégica desencadenada. Notablemente, no se
encontraron diferencias en los niveles de cortisol en plasma entre el grupo control y los
grupos tratamiento después de ambas pruebas. Este resultado, junto con la falta de
variacion observada en los niveles de glucosa en sangre y el leve aumento en la relacion
N/L, sugiere una pobre asociacidon entre las respuestas fisioldgicas y comportamentales

a los olores de los predadores en C. talarum. La falta de asociacidon entre ambas



respuestas se observd, por ejemplo, en ratones de campo hembras, las cuales
mostraron aumentos en los niveles de corticosterona, pero no comportamientos
asociados a ansiedad en la prueba de LE después de una breve exposicion a estrés social
(Smith et al. 2013). Por otra parte, se ha demostrado recientemente que el TMT, que
produce un estado de mayor vigilancia y ansiedad en los roedores y se utiliza como olor
de predador, provoca su efecto a través de sistemas neurales diferentes de los
obtenidos con olor de predador (Day et al. 2004), lo que indica que respuestas
comportamentales similares podrian estar relacionadas con diferentes reacciones
fisioldgicas.

En conclusidn, en este capitulo se presentd informacion sobre el comportamiento
de ansiedad inducido por los olores de predadores con diferentes grados de
informacion predictiva de riesgo asociado en el roedor subterraneo silvestre C. talarum.
Los resultados mostraron que la exposicion de los tuco-tucos a los olores de los
predadores genera un estado de ansiedad e induce cambios comportamentales
asociados con la disminucion de la actividad locomotora y la generacion de
comportamientos de evitacion. El desarrollo de estos comportamientos defensivos
antipredatorios contribuiria a evitar las consecuencias deletéreas de un ataque
predatorio directo, que demostrd producir efectos negativos claros sobre los procesos

cognitivos en este roedor subterraneo (Mastrangelo et al. 2009, Brachetta et al. 2014).



CAPITULO 2

Efecto de la intensidad y la frecuencia de la
exposicion a las pistas de un predador en la aparicion

y extincion de respuestas defensivas.

El presente Capitulo ha sido publicado como:
Brachetta V., Schleich C.E. and Zenuto R.R. 2016. Source odor, intensity, and exposure
pattern affect antipredatory responses in the subterranean rodent Ctenomys talarum.

Ethology, 122, 923-936.



CAPITULO 2: EFECTO DE LA INTENSIDAD Y LA FRECUENCIA DE LA
EXPOSICION A LAS PISTAS DE UN PREDADOR EN LA APARICION Y
EXTINCION DE RESPUESTAS DEFENSIVAS.

INTRODUCCION

En roedores, la exposicion a los predadores naturales o a sus olores induce
estados de ansiedad, aunque no todos los tipos de olores de predadores generan un
rango comun de respuestas relacionadas con el miedo e incluso una misma sefial de
olor puede evocar respuestas diferentes de acuerdo a su intensidad y frecuencia de
distribucion espacial en el habitat de la presa (Takahashi et al. 2005).

Este patrén diferencial de respuesta condujo a analizar la eficacia relativa de las
diversas fuentes de olor de predadores sobre la aparicién de comportamientos
antipredatorios. En un interesante estudio McGregor y colegas (2002) compararon el
efecto del olor de la piel de gato con 2,4,5 trimetiltiazolina (TMT), un extracto de heces
de zorro utilizado comidnmente en los estudios sobre los efectos de los olores de los
predadores. Los resultados mostraron que ambas sefiales de olor difieren claramente
en sus efectos; el de la piel del gato generando comportamientos defensivos en ratas y
el TMT provocando efectos similares a los producidos por los olores aversivos. Un
resultado similar fue obtenido por Blanchard y colegas (2003b) quienes no observaron
condicionamiento a diferentes concentraciones de TMT. Ademas, estos autores
probaron los efectos de orina, heces y olores de piel de gato en ratas, encontrando que
mientras la orina no producia cambios comportamentales, las heces y los olores de piel
provocaban cambios similares en los comportamientos defensivos durante la
exposicion, aunque solo los olores de la piel generaban efectos duraderos. Del mismo
modo, Masini y colaboradores (2005) demostraron que la piel de hurdn (pero no las
heces, orina o secreciones de glandula anal) produjo cambios comportamentales vy
fisiolégicos (incrementos en los niveles de corticosterona y adrenocorticotropina e

induccion de la expresion de ARNm de c-fos) en ratas de laboratorio, sugiriendo una vez



mas que la informacién transportada por estas sefiales de olor genera reacciones
diferentes en las presas.

Ademas del tipo de olor del predador, la intensidad de la sefial encontrada por la
presa es también un factor importante que podria modificar la aparicién y desarrollo de
comportamientos antipredatorios. Las especies presa suelen ser capaces de evaluar las
diferentes intensidades de una amenaza y responder con flexibilidad a la misma (Hegab
et al. 2015). Sin embargo, algunos estudios indican que los roedores responden de
manera diferencial a diferentes cantidades de sefiales de los predadores. Wallace y
Rosen (2000) encontraron que en ratas expuestas a cantidades crecientes de TMT, 300
y 600 nmol provocaron mayores niveles de “congelamiento” que 1, 10 y 100 nmol de
sefial. Utilizando olor de la piel del predador, Takahashi et al. (2005) demostraron que
las ratas expuestas a telas con olor de gato de tamafios 3X y 10X exhibian mas
respuestas de “congelamiento” y tenian menos contactos con la fuente de olor que las
ratas no expuestas al olor del predador. También encontraron que la tela 10X provocd
mas “congelamiento” y un menor nimero de contactos que la tela 1X. Estos estudios
apoyan la idea que la intensidad del olor de los predadores es un factor importante que
subyace al nivel de expresién de los comportamientos defensivos, indicando que la
exposicion no provoca una respuesta de magnitud similar a diferentes intensidades de
olor (Takahashi et al. 2005).

Por ultimo, luego de la exposicion repetida a los predadores y sus olores
pueden surgir dos respuestas fisioldgicas y comportamentales distintas: habituacion o
sensibilizacién (Takahashi et al. 2005, Hegab et al. 2015). En el campo de la
neurobiologia del estrés, el término "habituacion" se refiere a la reduccién de las
respuestas fisiolégicas provocadas por una exposicion repetida a un estresor
homotipico (mismo) en comparacion con las respuestas provocadas por la exposicion
aguda a ese estimulo (Grissom y Bhatnagar 2009). Este proceso es importante en un
contexto de riesgo predatorio porque ayuda a los organismos presa a filtrar informacién
bioldogicamente menos relevante y dedicar mas atencién y destinar energia hacia
estimulos mas relevantes (Wilson 2009). Por otro lado, la sensibilizacién se caracteriza
por un aumento de la capacidad de respuesta al estimulo repetido y, a menudo a otros
estimulos (Hegab et al. 2015). Los estudios que involucran exposiciones repetidas a los

olores de los predadores han generado resultados mixtos (Zangrossi y File 1994,



Dielenberg y McGregor 1999), situacion que puede estar relacionada con las
intensidades de sefial utilizadas (Takahashi et al. 2005).

Como fue descripto en el Capitulo 1, la exposicién de los tuco-tucos a los olores
de los predadores (de orina o piel) generd un estado de ansiedad y cambios
comportamentales asociados con la disminucion de la actividad locomotora y la
aparicion de conductas de evitacion. Frente a riesgo predatorio, se esperan respuestas
comportamentales que pueden conducir a un aumento en el tiempo de vigilancia,
destinando menos tiempo para forrajear en superficie y provocando un impacto
negativo en la condicion corporal, que finalmente puede traducirse en costos sobre la
reproduccién o la supervivencia. Ademas de estas variaciones comportamentales, se
encontré que los machos y las hembras de C. talarum respondieron de manera similar a
ambas fuentes de olor (Capitulo 1), desafiando la opinién general de que los olores
derivados de la piel o el pelaje inducen respuestas antipredatorias mas fuertes que las
originadas por heces debido a su mayor valor predictivo respecto de la inminencia de
un posible ataque predatorio (Kavaliers y Choleris 2001, Staples 2010, Hegab et al.
2015). Sin embargo, como se explicd anteriormente, este resultado interesante podria
ser en parte un resultado de las intensidades de olor y la frecuencia de exposicion
utilizadas en el experimento. Por lo tanto, el objetivo general de este capitulo fue
evaluar la respuesta comportamental y fisiolégica de individuos de C. talarum expuestos
(1) a diferentes intensidades de orina y olor de la piel de un predador (gato)
presentados en una Unica exposicion y (2) a la repeticion de la exposicion al olor de piel,
evaluando asi la generacién y extincién de las respuestas asociadas.

Se predice que una intensidad mayor de olores de un predador generard en
individuos de C. talarum, niveles mas elevados de ansiedad, en forma de disminucion de
la actividad locomotora y exploratoria y apariciéon de comportamientos defensivos, los
cuales estardn acompafados de variaciones en los parametros fisiolégicos relacionados
con el estrés, como niveles de glucosa plasmatica, cortisol y relacion de neutrdfilos:
linfocitos (N/L) mas altos. Este efecto sera mayor con la presentaciéon del olor de la piel
gue con la exposicién a orina del predador debido a la inminencia de un ataque
potencial. Ademas, los tuco-tucos mostrardan habituacion comportamental a una

presentacion repetida del olor derivado de la piel del predador.



MATERIALES Y METODOS

Captura y mantenimiento de los animales

Se capturaron tuco-tucos adultos, sexualmente maduros, de ambos sexos (53
machos -peso promedio 160 g- y 64 hembras -peso promedio 117 g-) durante la
temporada reproductiva (junio-febrero) y no reproductiva (marzo-mayo) de los afios
2014 y 2015 en Mar de Cobo (37°460°S, 57°260°W, provincia de Buenos Aires,
Argentina) utilizando trampas de captura viva. Para el experimento de intensidad se
utilizaron 94 tuco-tucos (43 machos y 51 hembras), de los cuales 70 fueron capturados
en 2014 y 24 en 2015. Todos los individuos del experimento de habituacion (n = 23, 12
machos y 11 hembras) fueron capturados en 2015. Las trampas se revisaron cada 15 a
20 minutos hasta la captura del animal. Las hembras prefiadas o amamantando fueron
descartadas para los experimentos y se regresaron inmediatamente a sus cuevas. Los
machos adultos fueron utilizados sin distincién debido a que, después de alcanzar la
madurez reproductiva, no experimentan regresién de sus testiculos y contienen
espermatozoides en su epididimo durante todo el afio. Luego, los animales fueron
llevados al laboratorio, alojados y alimentados de la manera indicada en el Capitulo 1.
Después de 7 dias de aclimatacién al bioterio, los animales fueron asignados
aleatoriamente a los diferentes experimentos. Una vez terminados los experimentos,

los animales fueron regresados al sitio de captura.

Exposicion a las sefiales predatorias

Los animales fueron expuestos a sefiales olfativas indicativas de la presencia de
un predador: virutas de madera impregnadas con orina de un gato macho adulto
(obtenidas 24 hs antes de los experimentos) o una tela impregnada con olor de la piel
de gato (también obtenido 24 hs antes de los experimentos y después de permitir que
un gato utilice el pafio para descansar en el por un periodo de 7 dias). Las muestras se
congelaron a -209C en bolsas de plastico selladas hasta su uso (un tiempo maximo de 24
hs). El dia de los experimentos, las bolsas se colocaron a temperatura ambiente para

descongelar las muestras de olor.



Para comparar los efectos de la exposicién de los tuco-tucos a los olores de un
predador, los individuos del grupo control fueron expuestos a tela sin olor o viruta de

madera limpia.

Procedimiento

Efectos de la intensidad del olor de los predadores en los comportamientos defensivos
Para analizar el efecto de diferentes intensidades de una sefial del predador (olor de
orina o de piel) sobre la respuesta comportamental y fisiolégica de C. talarum, los
animales fueron asignados aleatoriamente a diferentes tratamientos que diferian en el
tipo (olor de orina-G2- y olor de la piel-G3-) e intensidad (1X: intensidad media similar a
la usada en Capitulo 1, 1/3X: una tercera parte de la intensidad media y 3X: tres veces la
inensidad media) de la sefial predatoria utilizada: G1: sin olor (grupo control, n = 18) y

tratamientos segun se explica en la figura 1:

W Orina Piel/Pelaje
Intensidad Nomenclatura | N Cantidad (g) Nomenclatura | n | Cantidad (cm)
Baja G2-1/3X 11 3.33 G3-1/3X 10 | 2x2

Media G2-1X 16 10 G3-1X 15 | 6x6

Alta G2-3X 12 30 G3-3X 12 | 18x18

Fig. 1: exposicion a las distintas intensidades (1/3X, 1X 'y 3X) del olor de orina (G2) o piel/pelaje (G3).

Antes del inicio de los experimentos, los animales se trasladaron a cajas individuales
vacias y se expusieron a las fuentes de olor de un predador o muestras control durante
un periodo de 60 minutos (Fig. 2a). Las diferentes muestras de olor se presentaron a los
individuos en soportes de plastico cubiertos con una malla metdlica, disminuyendo asi
la incidencia de sefiales visuales asociadas con las cantidades de sefial utilizadas
(cantidad de viruta impregnada con orina o tamafio de la tela). Posteriormente, se

evalué el desempefio de los animales durante 5 min en el laberinto en cruz elevado.




Efectos de la repeticion de la exposicion al olor de los predadores en los
comportamientos defensivos

Para evaluar el efecto de las exposiciones repetidas a una sefial indicativa de la
presencia de un predador, se expusieron los tuco-tucos (n = 12) al olor de la piel de un
gato presentado en un soporte de pldstico durante 60 min por 5 dias consecutivos
(Tratamiento 5 dias = T5: 6 cm x 6 cm, Fig. 2b). Un grupo control (Control 5 dias = C5, n
= 11) siguid el mismo protocolo de exposicion, pero con tela sin olor. Después del
ultimo evento de exposicidn, se evalud el desempefio de cada individuo en el laberinto
elevado para analizar si el contacto repetido con una sefial predatoria conduce a la
variacion o incluso a la extincion de la respuesta comportamental. Los resultados
obtenidos de este experimento también se compararon con los obtenidos de los grupos
expuestos una Unica vez al olor de la piel de gato (control de 1 exposicidn a la sefal
(G1): C1 y tratamiento con invidividuos expuestos una vez a la intensidad media de la
sefial: G3-1X: T1, ver resultados).

Todos los procedimientos experimentales se realizaron siempre durante el final
de la mafana. La respuesta comportamental de cada tuco-tuco también se registré en

el laberinto en cruz elevado.

(A)
Captura Exposicién  Test  Colectade
a estrés LE sangre
I | || |
|  7dies | ths | 5min | 3min |
(B) .y
Captura Exposicion Test Colectade
a estrés LE sangre
| | ths | ths | ths | ths | ths |5min [3min |
| 7dies | Dviat | piaz | Dia3 | Dpias | Dia 5

Fig. 2: Cronograma de exposicion y evaluacion para los tratamientos de (a)

intensidad y (b) habituacion.

Laberinto en cruz elevado
Después de la exposicion a los olores de predadores, los animales fueron

llevados al laberinto y colocados en la plataforma central para comenzar el



experimento. El comportamiento de los tuco-tucos se registrd con una cdmara de video
durante 5 minutos y se evaluaron las variables comportamentales previamente
descriptas (Capitulo 1): distancia total recorrida (cm), numero total de entradas a los
brazos, numero de entradas a los brazos transparentes, tiempo de permanencia en los
brazos transparentes (% de tiempo total), y el tiempo rascando las paredes en brazos

transparentes (% de tiempo total) en el laberinto.

Medidas de estrés fisioldgico

Al finalizar cada ensayo de los experimentos de intensidad o de habituacién, se
tomo una muestra de sangre del seno retro-orbital de cada animal. Luego, siguiendo la
metodologia explicada en el Capitulo 1, se determinaron los siguientes pardmetros
fisiolégicos a partir de muestras de sangre: hematocrito, niveles de glucosa en sangre,

niveles de cortisol plasmatico y relacion neutrofilos/linfocitos.
Analisis estadisticos

Se realizaron pruebas de ANOVA de una via para evaluar si los diferentes
parametros de estrés comportamental y fisioldgico diferian entre tuco-tucos expuestos
0 no a los olores de un predador (orina y tela impregnada con olor de la piel de gato).
Cuando se observaron efectos estadisticamente significativos de los factores, se

realizaron pruebas de Tukey para identificar diferencias entre los grupos.

RESULTADOS

Efectos de la intensidad del olor de predador en los comportamientos defensivos y los
parametros fisiolégicos
Olor de orina de gato

Los individuos expuestos a las tres intensidades diferentes de sefial mostraron
una disminucién similar en la distancia recorrida (Fig. 3A), el nimero de entradas a los

brazos (Fig. 3B) y el nimero de entradas a los brazos transparentes (Fig. 3C), aungue el



efecto global del tratamiento fue estadisticamente similar o marginalmente significativo
en las diferentes concentraciones de orina (ANOVA, n = 58, distancia: gl =3, F=2.21, p
= 0.09, entradas a brazos: gl = 3, F = 2.53, p = 0.06, entradas a los brazos transparentes:
gl=3,F=2.75, p=0.051, respectivamente). Se observd un claro efecto del tratamiento
en el tiempo de permanencia en los brazos transparentes (ANOVA, n =58, gl =3, F =
3.23, p =0.029). Los individuos expuestos a concentraciones de 1/3X, 1Xy 3X mostraron
disminuciones significativas o marginalmente significativas en el tiempo de
permanencia en los brazos transparentes (ANOVA, n = 58, gl = 3, control vs G2-1X: p =
0.014, control vs G2-3X: P = 0.086, control vs G2-1/3X: p = 0.05, Fig. 3D), aunque la
respuesta fue similar entre las concentraciones. El tiempo rascando paredes en los
brazos transparentes no difirié entre los grupos (Kruskal-Wallis, n = 58, gl = 3, H = 4.65,

p =0.19, Fig. 3E).



A 4500 - B 60 -
v
—_— 1 Q
E. 4000 8 50
= 3500 - I S
2 3
£ 3000 - S 40 |
o (]
@ 2500 - 8 =10
B 2000 - Eo
S =l
‘@ 1500 - o 20
[¥] o
£ 1000 - o
2 509 g 10-
3 E
0 T T T 2 0 T T
Control G2-1/3x G2-1x G2-3x Control G2-1/3x G2-1x G2-3x
C
- 65 - D 80 -
g *
S = 70 -
S T 60 - o —
8 5 S F60 -
w se
PROELI £ 850 -
- 9w
ge 8 840 -
5 250 - § a9
o 3 =
b E 220
o i
5 S a5 - 5 &
E = <10
=
40 . 0 . . :
Control G2-1/3x G2-1x G2-3x Control G2-1/3x G2-1x G2-3x
E 25
c =
o
© 2 20 -
RS
[T ]
1= -
o 215
te
c 8
e
o -t
o (%]
o 5 _
5 8
F o
0 T T
Control G2-1/3x G2-1x G2-3x

Fig. 3: Distancia total recorrida (cm; Media + DE) (A) ); numero total de entradas en los brazos (Media + DE) (B); numero de
entradas (Media + DE) (C )y tiempo de permanencia en brazos transparentes (Media + DE) (D), y el tiempo rascando las paredes
en los brazos transparentes (Media + DE) (E) de individuos expuestos a diferentes intensidades (1/3X, 1X y 3X) de orina (G2) en

el laberinto elevado.

Medidas de estrés fisioldgico

Los valores de hematocrito no difirieron significativamente entre los grupos
control y los grupos expuestos a orina de gato (ANOVA, n =58, gl =3, F = 0.463, p =
0.71). De manera similar, la exposicién a las diferentes concentraciones de orina de

gato no afectd la relacion N/L, los niveles de glucosa en sangre o los niveles de cortisol



plasmatico (N/L: Kruskal-Wallis, n = 58, gl = 3, p = 0.118, glucosa: ANOVA, n =58, gl = 3,

F=2.375, p=0.083, cortisol: Kruskal-Wallis, n =58, gl =3, p=0.161; Tabla 1).

Tabla 1: Hematocrito (Media + DE), niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media *+ DE), relacién neutrdfilos /

linfocitos (Media + DE) y niveles de cortisol plasmdtico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum

de los grupos control y expuestos a diferentes intensidades (1/3X, 1X y 3X) de olor de orina de gato luego de la

prueba de laberinto elevado.

Control G2-1/3X G2-1X G2-3X
Hematocrito 45.33+2.19 445+2.71 45.43 +2.33 45.58 +2.87
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) 88.87 £ 26.27 84 +31.17 84 +33.08 64 + 24.05
Relacién neutréfilos/linfocitos l46+1 0.8+0.67 1.53+1.67 1.36+0.97
Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) 23.34+25.58 | 21.57+13.17 | 20.31+£33.27 | 37.78 +£55.29

Olor de piel de gato

En relacion a la exposicién a diferentes intensidades de olor de la piel del
predador, se observd un efecto global del tratamiento en todos los parametros
analizados (ANOVA, n = 57, distancia: gl = 3, F = 6.32, p < 0.001, tiempo en brazos
transparentes: gl = 3, F = 7.63, p = 0.01, entradas a los brazos transparentes: gl = 3, F =
3.67, p = 0.018, tiempo rascando en brazos transparentes: gl = 3, H = 20.97, p < 0.01).
Sin embargo, la respuesta comportamental fue diferente segin la intensidad de la
fuente de olor. Mientras que los animales sometidos a la menor intensidad de la sefial
recorrieron distancias similares a los controles (ANOVA, n = 57, gl = 3, G3-1/3X vs.
control: p = 0.89), los individuos expuestos a intensidades mayores recorrieron
distancias menores (ANOVA, n = 57, gl = 3, G3-1X vs. control: p = 0.02, G3—-3X vs.
control: p = 0.03, Fig. 4A). Una situacion similar se observé en el nimero de entradas a
los brazos (ANOVA, n = 57, gl = 3, G3-1/3X vs. control: p = 0.99, G3-1X vs. control: p =
0.05, G3-3X vs. control: p = 0.05, Fig. 4B) y en el tiempo de permanencia en los brazos
transparentes (ANOVA, n =57, gl = 3, G3-1/3X vs. control: p = 1, G3-1X vs. control: p =
0.005, G3-3X vs. control: p = 0.005; Fig. 4C). En cuanto al niumero de entradas a los
brazos transparentes, los individuos expuestos a las intensidades menores y mayores se
comportaron de manera similar que el grupo control (ANOVA, n =57, gl = 3, G3-1/3X vs.

control: G3-3X vs. control: p = 0.4), mientras que sélo los individuos del grupo 1X




entraron en menor medida a los brazos transparentes que los controles (ANOVA, n =
57, gl = 3, G3-1X vs. control: p = 0.01, Fig. 4D). Finalmente, el tiempo rascando las
paredes de los brazos transparentes fue similar entre los individuos expuestos a la
concentracion menor y el grupo control (Kruskal-Wallis, n = 57, gl = 3, G3-1/3X vs.
control: p > 0.05), aunque mayor que aquellos expuestos a 1X y 3X (Kruskal-Wallis, n =

57, gl =3, G3-1X vs. control: p < 0.05, G3-3X vs. control: p < 0.05, Fig. 4E).
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olor de la piel (G3) en el laberinto elevado.



Medidas de estrés fisioldgico

Los valores de hematocrito no difirieron significativamente entre el grupo de
control y los grupos expuestos al olor de piel de gato (ANOVA, n=57,gl=3,F=1.61,p
= 0.198, tabla 2). Se encontrd una disminucion en los niveles de glucosa en sangre en el
grupo expuesto a la menor intensidad de olor en comparacion con el observado en el
grupo de control (prueba de Tukey, p = 0.034; tabla 2). Los valores de la relacion N/L y
cortisol no se vieron afectados por la exposicion al olor de piel de gato (Kruskal-Wallis, n

=57,p=0.217, ANOVA, n =57, F = 1.456, p = 0.238, respectivamente).

Tabla 2: Hematocrito (Media + DE), niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacién neutrdfilos/linfocitos
(Media + DE) y niveles de cortisol plasmdtico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los grupos

control y expuestos a diferentes intensidades (1/3X, 1X y 3X) de olor de piel de gato luego de la prueba de laberinto

elevado.
Control G3-1/3X G3-1X G3-3X
Hematocrito 45.33+2.19 45.27 +4.12 47+2.41 4425 +4.57
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) 88.87+26.27 | 64.44 +20.39 82 £29.39 90.75+20.43
Relacién neutréfilos/linfocitos l.46+1 0.93+0.99 2.29+2.43 1.09+0.98
Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) 23.34+25.58 | 27.57+25.43 12.13+6.9 26.87 +26.42

Efectos de la repeticion de la exposicion al olor de los predadores sobre los

comportamientos defensivos y los parametros fisiolégicos

Mientras que los individuos expuestos sélo una vez al olor de piel de gato se
desplazaron menos que su control respectivo (test de Tukey, T1 vs. C1: p = 0.03, Fig.
5A), los tuco-tucos expuestos repetidamente durante 5 dias a la sefial del predador
recorrieron distancias similares al grupo control respectivo (prueba de Tukey, T5 vs. C5:
p = 0.718, Fig. 5A). Esta respuesta comportamental también se observd en el nimero
de entradas a los brazos (test de Tukey, T1 vs. C1: p = 0.05, T5 vs. C5: p = 0.80, Fig. 5B),
numero de entradas a los brazos transparentes (test de Dunn, T1 vs. C1: p < 0.05, T5 vs.
C5: p > 0.05, Fig. 5C), tiempo de permanencia en brazos transparentes (test de Tukey,
T1 vs. Cl: p = 0.01, TS5 vs. C5: p = 0.98; Fig. 5D), y el tiempo rascando en los brazos
transparentes (test de Dunn, T1 vs C1: p < 0.05, T5 vs. C5: p > 0.05, Fig. 5E). Ademas, los



tuco-tucos expuestos durante 5 dias al olor de piel de gato recorrieron distancias
mayores, mostraron mas entradas a los brazos y permanecieron y rascaron mas tiempo
las paredes en los brazos transparentes que los individuos expuestos solo una vez a la
sefial del predador (distancia recorrida: test de Tukey, T1 vs.T5: p < 0.001, entradas a los
brazos: test de Tukey, T1 vs. T5: p = 0.004, tiempo en brazos transparentes: test de
Tukey, T1 vs. T5: p = 0.012, tiempo rascando en brazos transparentes: test de Dunn: T1
vs. T5: p < 0.05). Sélo en el nimero de entradas a los brazos transparentes, los
individuos expuestos sélo una vez o durante 5 dias al olor de piel de gato no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (test de Dunn: T1 vs. T5: p > 0.05).
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Fig. 5: distancia total recorrida (cm; Media + DE) (A), nimero total de entradas a los brazos (Media + DE) (B), nimero de entradas a
los brazos transparentes (Media + DE) (C), tiempo transcurrido en los brazos transparentes (Media + DE) (D), y tiempo rascando
paredes en los brazos transparentes (Media + DE) (E) de los grupos control (C1)y (C5) y los individuos expuestos al olor de la

piel/pelaje una vez (T1) o cinco veces (T5) en el laberinto en cruz elevado.

Medidas de estrés fisioldgico
No se observd ningun efecto del procedimiento de exposicion en el hematocrito

(Kruskal-Wallis, n = 53, gl = 3, p = 0.248, Tabla 3), los niveles de glucosa en sangre




(Kruskal-Wallis, n = 53, gl = 3, p = 0.384), la relacion N/L (Kruskal-Wallis, n = 53, p =

0.860, o los niveles de cortisol (Kruskal-Wallis, n =53, gl = 3, p = 0.654, Tabla 3)..

Tabla 3: Hematocrito (Media *+ DE), niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media *+ DE), relacion neutrdfilos/linfocitos

(Media + DE) y niveles de cortisol plasmdtico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los grupos

control (C1y C5) y expuestos a olor de la piel/pelaje de gato (T1y T5) luego de la prueba de laberinto en cruz elevado.

C1 T1 c5 T5
Hematocrito 45.33+2.19 47 £4.12 435+5.76 44,17 +3.41
Niveles de glucosa en sangre (mg/ml) 88.87 £26.27 82 +23.32 111 £+ 67.54 89.92 +72.87
Relaciéon neutréfilos/linfocitos 146+1 2.29+2.43 1.58+1.06 1.63+0.78
Niveles de cortisol plasmatico (ng/ml) 23.34 +25.58 12.13+6.9 22.069 £ 28.15 19.99 +24.19

DISCUSION

Las interacciones predador-presa se reconocen como una fuerza evolutiva
importante, mediando tanto el comportamiento de los predadores como de las presas
(Boeing 2010). Enfrentarse con predadores es un desafio altamente probable para un
individuo a lo largo de su vida, lo que puede conllevar a efectos extremos como la
muerte de ese organismo (Hegab y Wei 2014). Por lo tanto, evitar un encuentro con un
predador es la manera mas eficaz para garantizar la supervivencia y aumentar el fitness.
Para lograr esta tarea, la identificaciéon adecuada de los predadores por parte de las
presas es vital, y, en algunas especies, la seleccion natural ha modelado la evolucién de
diferentes modalidades sensoriales que permiten reconocer adecuadamente a los
predadores y generar respuestas comportamentales vy fisiolégicas de manera de reducir
y evitar la presion de predacion (Coss 2010). Sin embargo, no todos los tipos de olores
de los predadores inducen comportamientos de evitacién significativos y equivalentes
en las presas. Como fue anteriormente sefialado, se considera que los olores derivados
de la piel son los mas relevantes para inducir ansiedad, mientras que los olores
asociados a la orina o las heces pueden ser aversivos pero no ansiogénicos (Apfelbach
et al. 2005, Mufioz-Abellan et al. 2010). Sin embargo, pocos estudios han comparado

simultaneamente el efecto de ambas fuentes de olor sobre la generaciéon de




comportamientos defensivos (Blanchard et al. 2003b, Masini et al. 2005), dejando aun
sin resolver cudl es el tipo de olor mas relevante en la induccion de cambios en la
respuesta de ansiedad.

Cuando se comparan los efectos comportamentales mas notorios provocados
por los olores de un predador en C. talarum, nuestro estudio apoya la hipdtesis que los
olores de la piel son mas ansiogénicos que la orina. Los olores de la piel provocaron
cambios significativos en la distancia recorrida, el nimero de entradas a los brazos y el
tiempo de permanencia en brazos transparentes en el laberinto elevado, mientras que
la orina del gato sdlo causd cambios leves en los pardametros comportamentales. Este
resultado es acorde con la hipdtesis de proximidad que sugiere que los olores de la piel
del predador pueden indicar un nivel mayor de inminencia predatoria que las heces o la
orina, generando asi incrementos mas fuertes en los comportamientos asociados a la
ansiedad (Blanchard et al. 2003b, Apfelbach et al. 2005, Takahashi et al. 2005). Ademas,
y coincidiendo con la vision general que considera que las habilidades de deteccién de
los predadores pueden estar estrechamente correlacionadas con otras habilidades
guimiosensoriales (Kats y Dill 1998), los individuos de C. talarum (que se basan en
sefiales quimicas para el reconocimiento individual, sexual y estado reproductivo, y la
deteccién de fuentes de alimento; Zenuto et al. 2004, Schleich y Zenuto 2007, Fanjul y
Zenuto 2008, Zenuto 2010) son también capaces de detectar y discriminar los olores de
los predadores de acuerdo a su origen.

Para responder adaptativamente, es importante que las presas puedan evaluar
con precision el riesgo de predacion asociado con la intensidad de las sefiales
percibidas. Ademds, si los organismos son capaces de reconocer y diferenciar
gradientes quimicos presentes en el campo se puede obtener una mejor resolucion
espacial de la ubicacion de los predadores (Kats y Dill 1998). Por lo tanto, la intensidad
del olor podria ser un factor clave que permitiria a las especies presa determinar la
respuesta comportamental "éptima" (Hegab et al. 2015). Habiendo encontrado
evidencia de que los tuco-tucos utilizan los olores de la piel y la orina como indicadores
de la posible actividad de los predadores, se podria esperar que los olores de los
predadores mas concentrados pudieran interpretarse mas riesgosas (Powell y Banks
2004), provocando, en consecuencia, niveles mayores de ansiedad. Aunque los

individuos de C. talarum expuestos a tres intensidades diferentes de olor de orina



mostraron una tendencia a disminuir la distancia recorrida, el nimero de entradas en
los brazos, y las entradas a los brazos transparentes, este efecto fue similar en
condiciones de diferente concentracién de olor del predador. Por otra parte, la
exposicion a diversas intensidades de olor de piel del predador provocd variaciones en
la respuesta comportamental de los tuco-tucos. Mientras que los animales del grupo
expuesto a la menor intensidad de sefial se comportaron de forma similar al grupo de
control, los expuestos a las intensidades de olor de piel mas altas mostraron claros
estados de ansiedad, asi como disminucién de la actividad locomotora vy
comportamientos de evitacion. Resulta interesante destacar que no se observaron
diferencias entre los individuos que se enfrentaron con intensidades de olores de piel
1X y 3X. Aunque Takahashi y colaboradores (2005) consideraron que los efectos
comportamentales y fisioldgicos dependen de la magnitud del olor del predador
presentado al animal, sus resultados fueron similares a los obtenidos en este trabajo,
con ratas expuestas a tamafos de telas 3X y 10X con olores de gato exhibiendo una
mayor respuesta de “congelamiento” y un menor numero de contactos con la fuente de
olor que las ratas no expuestas al olor del predador, sin diferencias estadisticas entre los
grupos 3X y 10X en estos pardmetros comportamentales. Por lo tanto, y de acuerdo con
estos resultados, la intensidad del olor del predador natural presentado a los tuco-tucos
tiene un rol en la aparicién de comportamientos defensivos, aunque no se observd una
relaciéon dependiente de la concentracidon entre el olor de los predadores y los niveles
de ansiedad, al menos en las intensidades del estimulo utilizadas en este estudio.
Considerando que la seleccion para la deteccion quimica de predadores por parte
presas puede depender no sélo de las caracteristicas de historia vida de la presa, sino
también de las diversas caracteristicas del predador (por ejemplo, su movilidad y
densidad), seria interesante investigar si las habilidades para detectar gradientes de
sefiales de predadores difieren en poblaciones de tuco-tucos bajo diversas presiones de
predacion.

Varios estudios realizados en roedores han demostrado que los efectos
comportamentales de la exposicion a los olores de los predadores suelen ir
acompafiados de una respuesta fisioldgica (File et al. 1993, Figueiredo et al. 2003). El
eje del estrés, que desempefia un papel central en las adaptaciones evolutivas a

presiones ecoldgicas particulares (Boonstra et al. 2007), constituye una via importante



del sistema neuroendocrino que integra el cambio ambiental y mediante el cual se
implementan las decisiones de la historia de vida (reproduccién, crecimiento,
alimentacion) (Ricklefs y Wikelski 2002). En el presente experimento, los valores de
hematocrito fueron similares entre los grupos tratados, lo que indica que la condicién
fisica de los tuco-tucos expuestos a diferentes intensidades y frecuencias de ambas
sefiales de los predadores fue equivalente. En cuanto a la relacion N/L, un parametro
gue se incrementa en respuesta a la inmovilizacién o el estrés créonico causado por el
cautiverio o la restriccion alimentaria (Vera et al. 2011), no fue diferente entre los
grupos control y los expuestos a las diferentes intensidades de ambas fuentes de olor.
Asi mismo, no se observd ningun efecto de la exposicion a las sefiales del predador
sobre los niveles de glucosa en sangre, con la excepcion del grupo expuesto a la menor
intensidad de olor de piel. Aparte de esta diferencia, no se pudo identificar ningin
patron particular en la respuesta de glucosa en sangre. Por ultimo, no encontramos
diferencias en los niveles de cortisol plasmatico entre los animales expuestos a las
diferentes intensidades de olor de gato. Aunque la deteccidn de la respuesta asociada
con el aumento de los niveles de glucocorticoides puede ser variable y dependiente de
los métodos utilizados (Tidhar et al. 2007), la falta de variacion en este y otros
parametros fisioldgicos sugiere, en forma similar a lo observado en el capitulo anterior,
una pobre asociacidon entre las respuestas fisioldgicas y comportamentales a los olores
de los predadores en C. talarum. La ausencia de un correlato endécrino de la respuesta
comportamental de la presa también fue observada en otras especies de roedores (File
et al. 1993, Perrot-Sinal et al. 1999). Por otro lado, la relacién entre el eje HPA vy la
respuesta de ansiedad suele ser mds evidente para la inmovilizacidn, otro componente
del estrés por predador. Por ejemplo, las ratas expuestas a inmovilizacion exhibieron
comportamientos asociados a la ansiedad en el LE e incrementos en ACTH vy
corticosterona (Mufioz-Abellan et al. 2008). En general, esta ausencia de relacion
directa entre el estado enddcrino y los resultados comportamentales en C. talarum
requiere profundizar el analisis de las relaciones entre diferentes estresores y sus
efectos fisiolégicos en esta especie de roedor subterraneo (ver Capitulo 3).

Varios trabajos con roedores indican que la exposicion repetida a los olores de
los predadores puede resultar en la sensibilizacidon o habituacion en respuesta a estas

sefiales (Endres y Fendt 2007, Hegab et al. 2015). Aunque existen pocos ejemplos claros



de sensibilizacion (Staples 2010), un estudio reciente en ratas demostré que la
exposicion repetida al olor del hurén conduce a una sensibilizacion creciente de la
respuesta neural (Weinberg et al. 2009). Con mayor frecuencia se reportan estudios
que fallaron en encontrar respuestas de habituacion a exposiciones repetidas. Por
ejemplo, File y colaboradores (1993) encontraron que después de cinco exposiciones al
olor de gato, las ratas continuaron evitando el pafio con olor, aunque los niveles de
corticosterona dejaron de aumentar. Similarmente, Wallace y Rosen (2000) mostraron
gue las ratas expuestas repetidamente durante un periodo de 5 dias a TMT no
mostraron habituacién en la respuesta de congelamiento, aunque este resultado debe
tomarse con cautela debido a la falta de diferencia con el control sin olor. Por otro lado,
varios trabajos han demostrado que los animales tienen la capacidad de habituarse a
estimulos estresantes repetidos (Grissom y Bhatnagar 2009). Por ejemplo, File vy
colaboradores (1993) encontraron que las ratas permanecian la mayor parte de su
tiempo ocultdndose por la exposicidn al olor del gato, pero esta respuesta se habituaba
gradualmente con las exposiciones diarias repetidas. Staples y colaboradores (2009)
encontraron que las ratas Wistar Albinas expuestas al olor de gato mostraron
inicialmente fuertes respuestas defensivas, aunque estas respuestas se habituaron
hacia la exposicion final. Takahashi et al. (2005) también demostraron que las ratas
exhibieron habituacion al olor de gato, siendo esta respuesta comportamental
dependiente de la concentracién de olor de piel utilizada.

En el presente experimento, se encontré que mientras que los individuos
expuestos durante 1 dia al olor de piel de gato mostraron un estado de ansiedad
evidente, los expuestos repetidamente durante 5 dias consecutivos no difirieron del
grupo control en su respuesta comportamental, indicando una clara habituacién a la
sefial del predador. Como se explicd anteriormente, este proceso permite a los
animales filtrar el ingreso de informacién bioldgicamente menos relevante vy, a su vez,
dedicar mas atencion y procesar energia hacia estimulos mas relevantes o dindmicos
(Leussis y Bolivar 2006). En el caso particular de C. talarum, los individuos de esta
especie suelen encontrarse con sefiales predatorias mientras se alimentan en la
superficie. Al reducir el tiempo dedicado a evaluar el riesgo potencial de la presencia de
un predador después de haber presentado el mismo olor repetidamente, los tuco-tucos

pueden invertir mas tiempo y energia en su esfuerzo de forrajeo, obteniendo una



importante recompensa metabdlica por la disminucién de la respuesta comportamental
antipredatoria. En este punto, debe tenerse en cuenta que es probable que las
diferentes tasas de habituacion estén influenciadas por la intensidad de la sefial
predatoria y el valor adaptativo de continuar cada comportamiento (Staples 2010).

También se esperan variaciones en la respuesta enddcrina concomitante con el
proceso de habituacion en la respuesta comportamental (Apfelbach et al. 2005). En
particular, la magnitud de la activacion del eje HPA desencadenada en respuesta a la
presencia de sefiales indicativas de la presencia de un predador puede disminuir con la
exposicion repetida a este estimulo, aunque esta habituacién fisiolégica puede ser
también dependiente del grado de estrés o previsibilidad (Smith et al. 2013). En
nuestros experimentos de habituacion y similares a los resultados anteriores obtenidos
respecto de la respuesta enddcrina, no se encontraron diferencias en los parametros
fisioldgicos medidos entre los individuos control y los expuestos sélo una vez o durante
5 dias al olor de la piel de un gato, incluso cuando se observd una clara respuesta de
ansiedad en los tuco-tucos expuestos una vez a la sefial de predacion.

En resumen, los resultados del presente capitulo proporcionan una evidencia
valiosa de que el tipo de olor de un predador, junto con la frecuencia de exposicién, son
determinantes importantes de la aparicién, intensidad y disminucion de los
comportamientos defensivos en el roedor subterrdaneo C. talarum. En cuanto a la
intensidad del olor, aunque se observd un nivel umbral que desencadend el desarrollo
de los comportamientos defensivos, no se encontraron asociaciones adicionales entre
la intensidad de los olores de los predadores y la respuesta de las presas. En cuanto a la
ausencia de asociacion entre la respuesta comportamental y la fisiolégica en C. talarum,
y para lograr un mayor entendimiento en relacién a la misma, resulta necesario
implementar estudios adicionales que involucren diferentes factores causantes de
ansiedad. Ademas, la utilizacién de activadores e inhibidores de diferentes niveles del
eje HPA resultan, en este contexto, una herramienta que contribuird esclarecer esta
asociacion, dado que permiten incrementar o disminuir los niveles de glucocorticoides
sin la aplicacién del factor de estrés, a la vez de verificar la respuesta comportamental

de ansiedad desarrollada (Capitulo 3).
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CAPITULO 3: RELACION ENTRE LOS NIVELES DE GLUCOCORTICOIDES
DE ORIGEN ENDOGENO Y EXOGENO Y LA RESPUESTA ANTI-
PREDATORIA.

INTRODUCCION

La resolucion de situaciones de estrés provenientes de diferentes fuentes,
fisicas, sociales y/o psicolégicas es una tarea cotidiana para la mayoria de los
organismos. La consecuente pérdida de homeostasis resulta dependiente del contexto
o la naturaleza del factor de estrés, asi como de la magnitud de la respuesta
desencadenada (Armario 2006). Los glucocorticoides (GCs: cortisol y/o corticosterona,
dependiendo de la especie) participan de las respuestas comportamentales vy
fisiologicas que se generan frente a esas condiciones (Sapolsky et al. 2000, Crossin et al.
2016, Walker et al. 2017). En los vertebrados, los incrementos de estas hormonas
esteroideas estan mediados por la activacion del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenales
(HPA, para mamiferos y aves) o hipotalamo-pituitaria-interrenales (HPI en el caso de
peces, anfibios y reptiles). Como se explicd previamente (ver Introduccion general) esta
respuesta permite a los organismos resolver con éxito situaciones estresantes o
amenazantes, redireccionando recursos desde actividades temporalmente no
esenciales (como la reproduccion, la respuesta inmune, el crecimiento) hacia otras
directamente implicadas en la supervivencia, lo cual se denomina respuesta adaptativa
al estrés. Sin embargo, la activacion crénica del eje de estrés y, por lo tanto, las
concentraciones de GCs elevadas y sostenidas en el tiempo, pueden conllevar a efectos
deletéreos para los mismos, afectando su fisiologia, comportamiento y fitness (Sapolsky
et al. 2000, Boonstra 2005, Breuner et al. 2008). Durante la respuesta a estrés, la
funcion de los glucocorticoides esta mediada principalmente por dos tipos de
receptores intracelulares, el receptor de tipo | (denominado también MR, receptor de
mineralocorticoides), que presenta una mayor afinidad y regula los niveles basales, y

por el receptor de tipo Il (GR, receptor de glucocorticoides), cuya afinidad es menor y



regula los niveles inducidos por estrés (de Kloet et al. 2005, Sapolsky et al. 2000). Otras
funciones muy importantes de los GCs, aunque menos consideradas, son sus acciones
orexigénicas y mineralotropicas (Vera et al. 2017).

La activacién del eje HPA ocurre bajo una variedad de estresores ambientales y
sociales, especialmente la exposicidon a situaciones novedosas e impredecibles o que
conllevan a la pérdida de control frente a diferentes eventos (Sapolsky et al. 2000, Pride
2005, Creel 2005, Smith et al. 2013). La naturaleza del factor de estrés, su patrén
temporal e implicancias en la supervivencia afectan la respuesta de estrés (MonclUs et
al. 2006, 2009). Particularmente, la hipdtesis de estrés por predacién propone que el
encuentro directo con predadores o sus pistas alertan a las presas, desencadenando
una respuesta fisioldgica que incluye la secrecion de catecolaminas y GCs (Boonstra et
al. 1998). La accion del cortisol y/o la corticosterona se extienden por un breve tiempo,
minutos a horas, desencadenando funciones que permiten evitar, contrarrestar o
enfrentar el riesgo de predacidén (Sapolsky 2002). La evidencia a favor de esta
proposicion es numerosa, reportada tanto en el caso de la exposicion puntual (Canoine
et al. 2002, Narayan et al. 2013) como crénica (Clinchy et al. 2004, Monclus et al. 2005,
2009, Marin et al. 2007, Newman et al. 2013, Jones et al. 2016), y obtenida en
organismos mantenidos en condicién de cautiverio y también en poblaciones silvestres.
Sin embargo, otros estudios no encuentran esta relacidn, ya sea en contexto cronico
como agudo (e.g. Mateo 2007, Creel et al. 2009, Fonner et al. 2015). Si bien la
activaciéon del eje HPA incluye la movilizacion de energia requerida para la respuesta
comportamental antipredatoria, la relacién entre la respuesta fisiologica vy
comportamental es compleja en los vertebrados, encontrandose tanto evidencias que
la apoyan (Cavigelli 1999, Cockren y Silverin 2002, Yin et al. 2017) como otras en las
cuales no se detecta ninguna relacién (Pride 2005, Fonner et al. 2015). Los roedores no
escapan de este panorama, reportdndose estudios en los cuales los animales exhibian
una disociacion o falta de acoplamiento entre estas dos respuestas luego de un evento
estresante (e.g. Mateo 2007, Ylonen et al. 2006, Navarro-Castilla y Barja 2014).

Mas alla del contacto fisico y visual con los predadores, los olores se reconocen
como pistas valiosas para la evaluacién del riesgo predatorio por las presas,
desencadenando comportamientos defensivos tanto en ratones de laboratorio como

campo (Apfelbach et al. 2015, Hegab et al. 2015). El origen de estas sefiales quimicas es



diverso, y pueden ser encontradas en la piel, secreciones glandulares, orina y, heces.
Los compuestos quimicos implicados son de naturaleza volatil y no volatil, lo cual
implica que la deteccidon de las mismas puede ocurrir a distancia y mediada entonces
por olfaccién o que requiere contacto, participando el érgano vémero nasal (OVN)
(Fendt et al. 2005, Papes et al. 2010, Apfelbach et al. 2015, Hegab et al. 2015). El uso de
productos metabdlicos, especialmente la orina y las heces, es muy amplio en estudios
de campo y cautiverio, reconociendo que diversos compuestos quimicos sulfurados
producto de la digestidn proteica son responsables de sus efectos aversivos. La piel y el
pelaje, de reconocidos efectos ansiogénicos (Capitulo 1y 2 para el caso de C. talarum),
no han sido tan profundamente estudiados en lo que respecta a sus compuestos activos
y a los mecanismos involucrados para su deteccion.

Los estudios sobre la respuesta fisioldgica y comportamental en roedores
silvestres son mayormente correlacionales (Hik et al. 2001, Mateo 2007), donde varios
factores, como los cambios estacionales en recursos o la competencia, también pueden
influenciar. Entonces, se requieren estudios experimentales que involucren la
evaluacién simultanea del comportamiento antipredatorio y los glucocorticoides.
Herramientas experimentales para poner a prueba la respuesta fisioldgica incluyen, por
un lado, el uso de inhibidores de la sintesis de GCs (e.g. Metopirona), o la extirpacion
quirurgica de las glandulas adrenales (adrenalectomia), las cuales han sido eficientes en
eliminar los efectos ansiogénicos de la inmovilizacion sobre los comportamientos de
ansiedad en ratas (Calvo y Volosin 2001). En los ultimos afios se ha incrementado el
interés en los estudios en los cuales se modifican experimentalmente los niveles de GCs
a través de manipulaciones, tanto enddgenas como exégenas, de estas hormonas. Estos
trabajos permiten comprender aspectos fundamentales del funcionamiento de los
organismos, colaborando a su vez en el entendimiento de la ecologia del estrés en
animales silvestres (Sopinka et al. 2015, Crossin et al. 2016).

Ctenomys talarum (tuco-tucos) constituye un modelo muy interesante para
explorar la ecofisiologia del eje HPA en mamiferos (Vera et al. 2011). En esta especie,
Vera y colaboradores (2011) reportaron que el cortisol y la corticosterona se ven
afectados de manera diferencial por estimulos ambientales, debido a que las dos
hormonas muestran diferentes patrones de variacién en el campo y en respuesta al

cautiverio. Por otro lado, se observé que ambas hormonas no serian redundantes, ya



gue presentan diferencias en su regulacion y cumplirian diferentes funciones; sélo el
cortisol responde a factores de estrés agudos como la inmovilizacién (Vera et al. 2011),
se incrementa (en niveles similares) frente a tratamientos con ACTH (hormona
corticotrépica, antecesora de los glucocorticoides en la cascada HPA; Vera et al. 2012),
y presenta respuesta de feedback negativo a la dexametasona (DEX; Vera et al.
enviado). Sin embargo, su comportamiento frente al cautiverio, considerada una
condicidn de estrés cronico, resulta en la disminucion en los niveles de cortisol, de
manera que ya no son tan notorias las diferencias encontradas entre sexos en condicién
silvestre, en la cual los niveles en las hembras son superiores a los encontrados en los
machos (Vera et al. 2011). Por otro lado, la respuesta de estrés puntual manifestd un
notorio incremento de cortisol plasmatico en machos y hembras sometidos a una Unica
inmovilizacion, acompafiado por un impacto en el desempefio en el aprendizaje
espacial, en presencia de olor de orina de gato (Brachetta et al. 2014). Asi mismo, se
encontrd que la exposicion de los tuco-tucos a olores del predador genera un estado de
ansiedad e induce cambios comportamentales asociados a una disminucién de la
actividad locomotora y la generacién de conductas de evitacién (Capitulos 1y 2). Sin
embargo, no se observaron diferencias en los niveles de cortisol plasmatico, solo
pequefias variaciones en los niveles de glucosa en sangre y un leve incremento de la
relacion neutrdéfilos/linfocitos (Capitulo 1). La ausencia de un correlato enddcrino de la
respuesta comportamental también se observd con la exposicion a diferentes
intensidades de la sefial predatoria y con el patron temporal de repeticion (Capitulo 2).
En conjunto, estos estudios sugieren una asociacion débil entre las respuestas
fisiolodgicas y comportamentales a los olores de predadores en el roedor subterraneo C.
talarum.

Focalizando sobre la relacion entre el riesgo predatorio, el comportamiento y la
respuesta fisioldgica de estrés, el objetivo de este capitulo es evaluar la influencia de la
naturaleza, y el mecanismo de evaluacién de pistas indicativas de la presencia de un
predador, sobre la generacidn de la respuesta comportamental y fisioldgica a estrés por
predacion en C. talarum. Si bien se propone que la accion de los GCs y sus receptores
estan implicados en la generacion de la respuesta fisioldgica y comportamental
asociada al estrés agudo, la débil o nula asociacién reportada en estudios previos en la

especie en estudio y otras, resalta la necesidad de profundizar al respecto, por lo que se



evaluard la respuesta comportamental asociada a tratamientos que inducen
incrementos endégenos de GCs, exdgenos, asi como la inhibicion de receptores de GCs.

Se predice que la inmovilizacion, representando el ataque de un predador y por
lo tanto un fuerte compromiso respecto de la supervivencia, desencadena una mayor
respuesta comportamental y fisioldgica que la presencia de sefiales quimicas contenidas
en la piel y pelaje de un predador, las cuales se reconocen indicativas de la presencia
inminente de un predador. La informacién quimica disponible para ser evaluada como
riesgo de predacion por una presa potencial y por lo tanto la respuesta desencadenada
es mayor cuando la pista es accesible por contacto directo, permitiendo ser procesada
por el sistema olfativo y el OVN. La magnitud de la respuesta de ansiedad generada
dependera del incremento en GCs, ya sea de origen enddgeno o exégeno. En todos los
casos, la respuesta comportamental involucra aumentos en los niveles de ansiedad, en
forma de una disminuciéon en la actividad locomotora y exploratoria, y la aparicion de
comportamientos defensivos, los cuales seran acompafiados de aumentos en los niveles
de los parametros fisiolégicos relacionados al estrés, tales como el cortisol plasmatico,

la glucosa y la proporcion de neutrdfilos: linfocitos (N/L).

MATERIALES Y METODOS

Animales

Machos adultos de C. talarum (n = 80) fueron capturados utilizando trampas de
captura viva en pastizales arenosos de Villa Gesell (37 ° 15'19 "S, 56 ° 58'04" O,
Provincia de Buenos Aires, Argentina). Los individuos capturados fueron llevados al
laboratorio, luego fueron alojados en cajas plasticas individuales y alimentados como se
explicd en el Capitulo 1. Al finalizar los experimentos, todos los animales fueron

devueltos al sitio de captura en buenas condiciones de salud.



-Exposicion a pistas de un predador: induccion endogena

Pistas quimicas: para la exposicidn de los tuco-tucos a sefiales indicativas de la presencia
de un predador se utilizdé una tela impregnada con olor de la piel de gato (metodologia
de obtencion y almacenamiento explicada en el Capitulo 1). Se utilizd una cépsula
plastica de 10 cm de didametro cubierta de una malla de alambre de manera completa o
con un orificio de 3 cm de didmetro de manera de permitir el acceso directo al soporte

de las pistas de olor.

Inmovilizacién con reja: los tuco-tucos se sometieron a inmovilizacion siguiendo la
metodologia explicada en Vera y colaboradores (2008): cada individuo se mantuvo
firmemente durante un periodo de 2 min en un aparato de retenciéon formado por dos
rejillas de alambre paralelas que les impedia realizar cualquier tipo de movimiento. De
esta manera, se simula la pérdida de movilidad y posibilidad de escape de un individuo

cuando es atrapado por un predador.
-Induccidn e inhibicion exdgena de la sintesis de glucocorticoides

Cortisol: los niveles de cortisol en sangre, principal GC en C. talarum, fueron
incrementados mediante una inyeccion subcutanea (sc, dosis: 0.45 mg/Kg animal,
Hidrocortisona, Sigma Aldrich), utilizando como vehiculo aceite de sésamo (Sigma
Aldrich). Se realizaron ensayos previos incluyendo dosis de 2.5, 1.25, 0.45 y 0.15 mg/Kg
animal (control: aceite de sésamo), eligiendo aquella (0.45 mg/Kg) que resultara en
niveles plasmaticos del mismo orden a la reportada como consecuencia de la activacion

por ACTH en machos tratados en cautiverio y campo (~ 50 ug/ml; Vera et al. 2012).

Metopirona: la metopirona (2-methyl-1,2-di-3-pyridil-1-propanone, Sigma Aldrich), un
inhibidor de la sintesis de cortisol que actla a nivel de las glandulas adrenales, se
inyectd de forma intraperitoneal (ip, dosis: 75 mg/Kg animal) utilizando propilenglicol
como vehiculo. La dosis utilizada surge de estudios previos en ratas Wistar (Calvo y
Volosin 2001, Rotllant et al. 2002) y del resultado de ensayos previos (utilizando 120, 75
y 40 mg/Kg animal, controles: propilenglicol) donde se probard su efectividad en la

reversion del efecto de una inmovilizacion.



-Prueba de ansiedad:

Para evaluar el estado de ansiedad de los tuco-tucos luego de los diferentes
tratamientos se utilizd el laberinto en cruz elevado (LE) que se describe en el Capitulo 1.
Cada animal fue llevado al laberinto y colocado en la plataforma central para comenzar
el experimento. El comportamiento de los individuos se registré utilizando una camara
de video durante 5 minutos y a partir de las grabaciones se determind: distancia total
recorrida (cm), nimero de entradas a los brazos, nimero de entradas a los brazos

transparentes (% total) y tiempo de permanencia en brazos transparentes (% total).
Tratamientos

Para evaluar la relacion entre la respuesta de ansiedad y los niveles de
glucocorticoides (cortisol), los machos adultos de C. talarum fueron asignados
aleatoriamente a los distintos tratamientos en dos grupos experimentales:

-Grupo experimental A: incremento de cortisol enddgeno, naturaleza y mecanismo de
evaluacién de pistas quimicas.

Control (C) (n = 11): se realizaron dos controles, los animales del grupo Control 1 (n = 5)
solo permanecieron en la caja durante 1 h sin exposicion a la sefial predatoria, por otro
lado, los individuos del grupo Control 2 (n = 6) se expusieron al soporte plastico que se
utilizd para las presentaciones de los olores, pero en este caso sin la tela impregnada
con los olores de la piel y pelaje de gato. Dado que los niveles de cortisol plasmatico no
difirieron entre el C1 (caja) y el C2 (caja con soporte de olor vacio) (ANOVA, F(1,9)= 0.13,
p =0.727), estos controles fueron unificados para los analisis posteriores.

G1la (n =9): exposicion a olor de la piel de gato sin contacto directo con el soporte (tela).
Se colocd a cada animal en una caja vacia con la presencia de la sefial del predador- olor
de la piel de gato en un dispositivo cubierto por una malla de alambre- (15 min), luego
de retird la sefial y el animal permanecié en la caja hasta completar 1h.

G1b (n = 10): exposicion a olor de la piel de gato con contacto directo al soporte (tela).
Se colocd a cada animal en una caja vacia con la presencia de la sefial del predador- olor
de la piel de gato en un dispositivo abierto- (15 min), luego se retird la sefial y el animal

permanecio en la caja hasta completar 1h.



G2 (n =9): inmovilizacion con reja. Se colocd al animal en la caja vacia, luego de 13 min
se realizd la inmovilizaciéon con la reja (2 min) y posteriormente, el tuco-tuco
permanecio en la caja hasta completar 1h.

-Grupo experimental B: incrementos exdgenos, enddgenos, e inhibicion de receptores
de GCs.

Control (C) (n = 11): control caja.

Control quimico (CQ) (n = 9): inyeccion de vehiculos (aceite de sésamo + propilenglicol).
G3 (n =9): inyeccion de cortisol.

G4 (n = 6): inyeccion de metopirona sin inmovilizacion.

G5 (n =9): inyeccidn de metopirona + inmovilizacion con reja.

G6 (n = 8): inmovilizacidn con reja: con el fin de comparar los efectos de la inhibicion de
la sintesis de GC sobre los efectos de la inmovilizacion, se incluirdn los resultados
obtenidos previamente en el grupo A (G2).

En todos los casos la inyeccion de cortisol o su vehiculo (control: sésamo), se
aplicé 1 h antes de la evaluacion comportamental, mientras que la metopirona o su
vehiculo (control: propilenglicol) fueron inyectados 90 min antes. La inmovilizacion con
reja por 2 minutos se realizd 1h antes de la evaluaciéon comportamental,

permaneciendo en todos casos el individuo en una caja.

Grupo
experimental
Control 1- sin exposicion a seial predatoria
2- exposicioén al soporte plastico, sin seial del predador
G1 a- exposicién a olor de piel sin contacto directo
A b- exposicidn a olor de piel con contacto directo
G2 Inmovilizacién con reja
Control =grupo A
Control quimico inyeccion de vehiculos (aceite de sésamo + propilenglicol).
G3 inyeccion de cortisol.
B G4 inyecciéon de metopirona sin inmovilizacion.
G5 inyeccion de metopirona + inmovilizacidn con reja.
G6 inmovilizacién con reja

Fig. 1: resumen de los tratamientos en los grupos experimentales Ay B.




Procedimiento

Al finalizar el periodo de aclimatacion (7 dias), se tomd una muestra de sangre
“pre-exposicion” de cada individuo, a partir de la cual se obtuvieron los siguientes
parametros fisiologicos: niveles de glucosa en sangre, relacién N/L y niveles de cortisol
plasmatico (utilizando la metodologia explicada en Capitulo 1). La toma de cada muestra
de sangre no durd mas de 3 min, para garantizar que los niveles de glucocorticoides no
fueran afectados por el procedimiento de extraccion (Vera et al. 2011). Luego de 4 dias,
cada animal se expuso al tratamiento correspondiente y 1 h mas tarde se registré el
desempefio comportamental en la prueba de laberinto en cruz elevado (5 min). Al
finalizar la prueba, de manera inmediata (ya que los niveles de cortisol aumentan
significativamente a los 30-60 minutos en tuco-tucos sometidos a este estrés agudo
(Vera et al. 2011), se tomd una muestra de sangre “post-exposicion” a fin de obtener
nuevamente los parametros fisioldgicos (niveles de glucosa en sangre, relacion N/L y
niveles de cortisol plasmatico) (Fig. 2). De esta forma, y a diferencia del procedimiento
llevado a cabo en los Capitulos 1y 2 donde solo se obtenia la muestra post tratamiento
(con el objetivo de minimizar el disturbio ocasionado por la extraccion de sangre), en
este Capitulo se obtiene una muestra pre y post tratamiento para cada individuo,
permitiendo mejorar la capacidad de detectar los cambios en los parametros
fisiolégicos como consecuencia de los tratamientos, mas alla de las diferencias

individuales.

7 dias 4 dias (90-60 min )

Captura Extraccion LE +

de sangre extraccion de sangre
Pre Post

Fig. 2: Cronograma de exposicion a los tratamientos y evaluacion fisioldgica y comportamental de

los animales.



Tratamiento estadistico:

Parametros fisioldgicos: para evaluar si hubo efecto de los diferentes tratamientos
sobre el cortisol plasmatico, glucosa y relacion N/L, se calcularon las diferencias entre
los valores obtenidos en la condicién post y pre tratamiento (post-pre) y se analizaron
mediante ANOVA de una via o su equivalente no paramétrico. Cuando se observaron
efectos estadisticamente significativos de los factores, se realizaron Tests a posteriori
para identificar diferencias entre los grupos.

Pardmetros comportamentales: para evaluar el desempefio de los animales en el
laberinto en cruz elevado se utilizdé un test de ANOVA de una via. En los casos en los
cuales se detectaron diferencias significativas se realizd el correspondiente Test a

posteriori.

RESULTADOS

-Grupo experimental A:
Medidas de estés fisioldgico

Cortisol: el acceso a la fuente de olor, impidiendo (G1a) o permitiendo (G1b) el contacto
directo con ella no implicd diferencias en los niveles de cortisol detectados (ANOVA,
F(1,17) = 0.015, p = 0.903). Asi, este tratamiento serd unificado en posteriores analisis
debido a la falta de efecto encontrado en relacion al mecanismo de procesamiento de
la informacion, utilizando solo olfaccidn o participacion ademas del OVN. La naturaleza
del factor de estrés aplicado (olor o inmovilizacién) tuvo efecto en la respuesta de GCs
(Kruskal-Wallis, H = 11.471, gl = 2, p = 0.003). La inmovilizacién con reja (G2)
desencadend un incremento significativo de cortisol plasmatico en relacién al control
(Test de Dunn, p = 0.002). La presencia de olor de un predador (G1) mostré efectos algo
menores, ya que no difiere del control y muestra una diferencia marginalmente

significativa respecto del tratamiento con aplicacién de reja (p = 0.051).



Glucosa: los niveles de glucosa no difirieron entre ambos controles (Mann Whitney, U =
11, T =34, p = 0.537), acceso a la muestra de olor (Mann Whitney, U =44.5, T=289.5, p
= 1), ni acorde a la naturaleza del factor de estrés por predacién aplicado (Kruskal

Wallis, H=2.581, p =0.275).

N/L: la relacién N/L no mostré diferencias para las mismas comparaciones (controles:
ANOVA, Fis6)=0.243, p = 0.634, acceso a la muestra de olor: Mann Whitney, U=36, T =
99, p =0.488, la naturaleza del factor de estrés aplicado: Kruskal Wallis, H = 0.155, p =
0.925).

Tabla 1: niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacién neutrdfilos/linfocitos (Media + DE) y niveles de cortisol
plasmadtico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los grupos control, expuestos al olor de piel de gato (G1) o

a inmovilizacién (G2).

Control G1 G2

Pre Post Pre Post Pre Post

Niveles de glucosa en 148.45 +90.31 | 98.36 + 44.51 | 92.52 + 68.37 | 79.47 + 26.71 | 129.44 + 66.88 | 98.22 + 56.22

sangre (mg/ml)

Relacién 1.61+1.2 289+256 | 1.64+1.14 | 2724287 | 146+1.03 | 2.28+175

neutréfilos/linfocitos

Niveles de cortisol 12.07+4.72 | 13.35+3.73 | 14.41+6.14 | 2022+7.25 | 11.82+6.1 |27.42+14.08

plasmatico (ng/ml)

Test de ansiedad

Luego de la inmovilizacion con reja (G2) y la exposicién al olor de la piel de gato
(G1) los individuos mostraron una disminucién en el tiempo de permanencia (ANOVA,
F2,36) = 7.939, p = 0.001) y el tiempo rascando las paredes en los brazos transparentes
(ANOVA, F236 = 10.061, p < 0.001) con respecto al grupo control en el laberinto
elevado. Sin embargo, no se observaron diferencias en la distancia total recorrida
(ANOVA, F(2,36) = 0.86, p = 0.431), numero total de entradas a los brazos (p = 0.45) y
numero de entradas a los brazos transparentes (ANOVA, F(2,36)= 1.422, p = 0.254) entre

los individuos del grupo control y de los grupos G1 y G2 (Fig. 3).
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Fig. 3: tiempo de permanencia en los brazos transparentes (Media + DE) (a), tiempo rascando paredes en los brazos
transparentes (Media + DE) (b), distancia total recorrida (cm; Media + DE) (c), numero total de entradas a los brazos
(Media + DE) (d) y numero de entradas a los brazos transparentes (Media + DE) (e) de los grupos control (C), G1y G2 en

el laberinto en cruz elevado.

- Grupo experimental B:

Medidas de estrés fisioldgico
Los grupos experimentales involucrando incrementos enddgenos, exogenos e

inhibicion de receptores de GCs difirieron en los niveles de cortisol (Kruskal Wallis, H =




30.643, gl = 5, p = 0.001). Los individuos inyectados con cortisol (G3), incrementaron
notoriamente sus niveles plasmaticos, difiriendo de los obtenidos en los pertenecientes
al control por permanencia en la caja sin estimulo (C, Comparaciones multiples de
Dunn, p = 0.003), control quimico (CQ, p < 0.001), asi como aquellos bajo inhibicién con
metopirona, aplicando o no inmovilizacion (G5, p = 0.004 y G4, p = 0.001). Los
individuos inmovilizados con reja (G6) solo difirieron marginalmente del grupo control
por vehiculo (CQ, p = 0.067). Si el incremento exdgeno no es considerado (C, CQ, G4-
G6), los grupos experimentales difieren entre si (F(s,48)= 5.377, p = 0.002), destacandose
que la inmovilizacion (G6) difiere del control de caja (C, Comparaciones multiples de
Holm Sidak, p = 0.003), el control por vehiculo (CQ, p = 0.003), la aplicacion del inhibidor
sin inmovilizacion (G4, p = 0.003) y la metopirona con inmovilizacién (G5, p = 0.045),

confirmando el efecto de la inhibicion (Tabla 2).

Los niveles de glucosa no difieren entre tratamientos (Kruskal Wallis, H = 5.811,

gl=5, p=0.325) asi como tampoco la relacion N/L (F(s,39 = 1.667, p=0.177, Tabla 2).



Tabla 2: niveles de glucosa en sangre (mg/ml, Media + DE), relacién neutrdfilos/linfocitos (Media + DE) y niveles de cortisol plasmdtico (ng/ml; Media + DE) en individuos de Ctenomys talarum de los

grupos control, CQ, G3, G4, G5 y G6, luego de la prueba de laberinto elevado.

C G3 cQ G4 G5 G6
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post

Niveles de
glucosa en
148.45 +90.31 |98.36+44.51 |148.55+115.5 |[110.22+75.48 |113.44+100 103.67 £57.33 [84.12+54.79 |73.87+26.63 |82.11+63.01 |89.78+29.24 [65.83+21.96 |83.67+44.73
sangre

(mg/ml)
Relacién

neutroéfilos [1.61+1.2 2.89+2.56 1.92+1.51 3.59+3.54 2.52+2.60 2.27 £1.10 1.78£0.76 2.04 £0.88 2.51+2.16 2.89+£3.27 1.85+1.52 1.84 £ 0.98
/linfocitos

Niveles de
cortisol
| St 12.07 +4.72 13.35+3.73 13.67 £7.82 94.24 +37.28 13.02+6.17 11.04 £ 6.25 10.35+4.62 21.04 £7.95 12.34 +3.52 13.74 +3.17 1496 +£13.20 |11.35+5.14
plasmatico

(ng/ml)




Test de ansiedad

El grupo inyectado con cortisol exhibié una disminucién en el tiempo en los
brazos transparentes, aunque en forma marginalmente significativa y solo con respecto
al grupo control (C) (test de Fisher, p = 0.065 vs control; p = 0.16 vs control quimico,
CQ). Un resultado similar se obtuvo con la inyeccion de metopirona previo a la
inmovilizacién (G5), observandose una disminucion en el tiempo en los brazos
transparentes, aunque en forma marginalmente significativa y solo con respecto al
grupo control (test de Fisher, p = 0.063 vs control; p = 0.16 vs control quimico, CQ). Esto
ultimo contrasta con la clara disminucion en esta variable obtenida luego de la
inmovilizaciéon (G6) (test de Fisher, p = 0.002 vs control; p = 0.009 vs control quimico).
En cuanto al tiempo rascando las paredes de los brazos transparentes, se encontrd una
disminucién de este pardmetro con respecto al control en los grupos que fueron
inmovilizados (G6) e inmovilizados luego de ser inyectados con metopirona (G5), (test
de Scheffé, p = 0.02 y p = 0.012, respectivamente), aunque no cuando se lo comparo
con el control quimico CQ (test de Scheffé, p = 0.54 y p = 0.45, respectivamente). No se
observé efecto de ninguno de los tratamientos en la distancia total recorrida (ANOVA,
Fs,47)= 1.649, p = 0.16), el niUmero total de entradas a los brazos (ANOVA, Fs,47= 1.431,
p = 0.23) y el numero de entradas a los brazos transparentes del laberinto en cruz

elevado (ANOVA, Fs47 = 1.169, p = 0.34) (Fig. 4).
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Fig. 4: tiempo de permanencia en los brazos transparentes (Media + DE) (a), tiempo rascando paredes en los brazos transparentes
(Media + DE) (b), distancia total recorrida (cm; Media + DE) (c), numero total de entradas a los brazos (Media *+ DE) (d) y nimero de

entradas a los brazos transparentes (Media + DE) (e), y de los grupos control (C),control quimico (CQ), G3, G4, G5 y G6 en el laberinto en

cruz elevado.




DISCUSION

Frente a un desafio predatorio, representado por pistas indicativas de la
presencia de un predador, el olor de la piel, y en mayor medida, la inmovilizacién, los
tuco-tucos responden fisiolégicamente mediante la secrecidn de cortisol. Esa respuesta
fue acompafiada por una respuesta comportamental asociada, disminuyendo su
actividad en los brazos transparentes de un laberinto elevado y el tiempo rascando,
principalmente en los individuos inmovilizados. Sin embargo, cuando el incremento en
cortisol plasmatico se origina por via exdgena, aun siendo este de mayor magnitud, no
se observd una respuesta comportamental de magnitud. Asi mismo, la inhibicién de la
sintesis de GCs fue efectiva en la respuesta fisiologica y debilité los efectos
comportamentales producidos por la inmovilizacion.

La respuesta de estrés se despliega como consecuencia de un desafio real o
percibido y permite mejorar el desempefio inmediato durante un periodo critico. De
esta forma, constituye un componente importante del fitness y su respuesta dptima
resulta de un balance donde se maximiza la supervivencia frente a un desafio,
minimizando los costos asociados (Sapolsky et al. 2000, Romero 2004). En términos
ecoldgicos, se espera que la seleccion natural favorezca individuos capaces de ajustar o
modificar la fisiologia y el comportamiento frente a desafios ambientales. Esa respuesta
de estrés se espera que esté modulada por factores como la frecuencia e intensidad de
los factores de estrés, el contexto y los rasgos de historia de vida, balanceando las
consecuencias perjudiciales sobre el fitness que surgen de la activacion desmedida o
cronica del eje HPA (Wingfield y Sapolsky 2003, Wingfield 2005, Romero et al. 2009). La
activacion del eje de estrés como consecuencia de la estimulacidon con pistas indicativas
de la presencia de un predador en C. talarum desencadend niveles de cortisol
particularmente moderados. Mas auln, estos incrementos se hicieron notorios, a
diferencia de lo reportado en los capitulos anteriores, cuando la diferencia post y pre
tratamiento fue considerada para cada individuo. Aunque generalmente se considera
gue el estrés crénico implica niveles altos y sostenidos de GCs, Dickens y Romero (2013)

plantean otras posibles consecuencias incluyendo la disminucion. Este es el caso de C.



talarum, donde el cautiverio constituye una condicion de estrés cronico, que resulta en
la disminucidon en los niveles de cortisol respecto de los encontrados en su ambiente
natural (Vera et al. 2011). Esta condicidn de estrés crénico basal podria condicionar la
magnitud de las respuestas subsecuentes, ya sea a estimulos puntuales como crénicos.
Estudios a futuro en condicidn silvestre, permitiran aclarar este punto; si la respuesta se
mantuviera en niveles bajos, podria atribuirse entonces a una baja reactividad asociada
a la proteccidon que obtienen estos organismos a través de las cuevas. El uso del
ambiente de superficie en los tuco-tucos es comunmente dirigido hacia puntos
especificos del pastizal, sin practicar la exploracién extensiva del mismo. Otro periodo
de mayor exposicién lo constituye la dispersion, aunque el uso de cuevas abandonadas
se ha reportado durante este proceso (Malizia et al. 1995), lo cual minimizaria el tiempo
en superficie.

La deteccion de un predador previamente a su encuentro es una estrategia de
primera linea para las presas. Si bien los predadores han evolucionado caracteristicas
que les permiten ser poco conspicuos frente a sus presas, muchos de ellos utilizan la
marcacion como parte de la defensa territorial, tanto con productos metabdlicos como
glandulas especializadas. Asi, las presas potenciales se valen de esta informacién y
responden a una gran variedad de olores (Fendt et al. 2005, Apfelbach et al. 2005,
Hegab et al. 2015). Dado que subsistemas olfatorios detectan diferentes tipos de olores,
se desencadenan respuestas defensivas apropiadas acorde a las caracteristicas de la
sefial. Si los receptores olfativos que responden a los olores de los predadores se
expresan en el epitelio olfativo principal o en el OVN, las consecuencias
comportamentales y ecoldgicas son importantes (Ferrero et al. 2011). En el caso de C.
talarum, el olor del pelaje y la piel se le conoce un mayor efecto ansiogénico que la
orina (Capitulo 2), debido probablemente a que indica mayor inminencia de presencia
de un predador y por lo tanto mayor riesgo. En este trabajo, se reporta ademas, que la
respuesta fisioldgica fue equivalente cuando los tuco-tucos accedieron al contacto
directo o a distancia a la fuente de olor. Esto indicaria que el OVN no se requiere para
procesar la sefial y por lo tanto la misma puede ser advertida a distancia mediante
compuestos quimicos volatiles, lo cual representa una ventaja al momento de evitar

areas de alta probabilidad de encuentro con un predador.



La naturaleza de la sefial y sus implicancias en lo que respecta al riesgo real de
predacion resultan caracteristicas de importancia modulando la respuesta
antipredatoria. Estas son las bases de la hipdtesis de evitamiento de predadores de
acuerdo al riesgo, la cual se ha confirmado en un amplio espectro de especies de
vertebrados (e.g. Silverin 1998, Canoine et al. 2002, Davis y Gabor 2015).
Particularmente en mamiferos, se ha reportado esta respuesta en cautiverio (Monclus
et al. 2005) y en poblaciones silvestres de liebres Oryctolagus cuniculus (Monclus et al.
2009), mientras que en ratas de laboratorio se han encontrado respuestas diferenciales
a varias fuentes de olor de un predador que implican riesgo eventual de encuentro (e.g.
Blanchard et al. 2003a, Masini et al. 2005). Una respuesta de cortisol menor para el olor
del pelaje en relacion a la inmovilizacion fue detectada en este estudio, lo cual puede
ser atribuido al compromiso directo sobre la supervivencia que representa la
imposibilidad de escapar de un predador —representado por la inmovilizacién- respecto
de encontrar una sefial indicativa de la presencia de un predador en el drea. Ademas,
los olores implican un encuentro predecible, por lo que se espera que la respuesta del
eje HPA sea menor (Sapolsky 2002). Esto es factible en nuestro estudio, ya que los
individuos que participaron de los ensayos seguramente sufrieron encuentros con
sefiales de sus predadores en su ambiente.

El incremento en GCs, consecuencia de la activacion del eje HPA luego del
encuentro con una sefial indicativa de la presencia de un predador, incluye la
movilizacion de energia requerida para la respuesta comportamental antipredatoria
(Sapolsky et al. 2000), por lo que se espera que la respuesta fisioldgica vy
comportamental estén relacionadas. Los roedores muestran discrepancias respecto de
este acoplamiento, mostrando comportamientos antipredatorios pero sin respuesta en
los niveles de GCs (ardilla dorada Spermophilus beldingi, Mateo 2007; ratones de campo
silvestres Apodemus sylvaticus, Navarro-Castilla y Barja 2014; topillo rojo Clethrionomys
glareolus, Ylonen et al. 2006). Asi mismo, la presencia de olores asociados a la piel de
gato causd un aumento a largo plazo en la reactividad emocional y los
comportamientos asociados a un estado de ansiedad en el ratén doméstico Mus
musculus. Sin embargo, este efecto no se reflejd en la magnitud de la respuesta
fisioldgica asociada al eje HPA (Mufioz-Abelldn et al. 2008). En contraste, la exposicion a

un periodo de inmovilizacién causd un aumento pronunciado de los niveles de



hormonas asociadas al eje HPA sin mostrar comportamientos de ansiedad (Mufioz-
Abelldn et al. 2008). Por otro lado, la inmovilizacion indujo, en hembras de Microtus
ochrogaster, una respuesta comportamental asociada a estados de ansiedad y un
incremento en los niveles de corticosterona (Smith et al. 2013). En este estudio, se
encontrd relacidén entre la respuesta fisiolégica y comportamental; el incremento en
cortisol enddgeno frente a la exposicion a olores, y en mayor medida en la
inmovilizacion, fueron concomitantes con una respuesta comportamental asociada a
una disminucion en la permanencia en los brazos transparentes del laberinto, al igual
gue en el tiempo rascando, que fue comparable para ambos casos. En este sentido,
resulta necesario destacar que la relaciéon entre la respuesta fisiologica vy
comportamental no se limita al periodo de tiempo cercano al estimulo por sefiales de
un predador. Sapolsky et al. (2000) describen que la accién de los GCs puede ser de
cuatro tipos diferentes, permisivas, preparatorias, estimuladoras y supresivas.
Particularmente la respuesta de estrés puede ser considerada preparatoria ya que el
encuentro con pistas de un predador puede no tener un mayor efecto inmediato pero si
modular la respuesta frente a un subsecuente encuentro si se mantiene el riesgo en el
area.

A fin de profundizar la relacion entre la respuesta fisioldgica y la
comportamental, se implementaron ensayos en C. talarum involucrando cortisol
exogeno y la inhibicién de la sintesis enddgena (metopirona). Los mismos fueron
exitosos en el primer caso en incrementar los niveles plasmaticos de cortisol del mismo
orden (aunque algo mayores a los encontrados en individuos sometidos a
inmovilizacion y ACTH en el campo, Vera et al. 2011), y en el segundo caso, inhibiendo
la actividad de las glandulas adrenales, sin evidenciar efectos fisioldgicos o
comportamentales secundarios. Sin embargo, el aumento en los niveles de cortisol
producto de su suplementacidon externa no se tradujo en una respuesta
comportamental concomitante y notoria. En el caso de la inyeccidon de metopirona
previo a la inmovilizacién, la inhibicion de la sintesis de GCs indujo una evidente menor
respuesta comportamental comparado con lo observado con la inmovilizacion
exclusiva. Al respecto, es posible plantear diferentes alternativas. Una de ellas propone
gue la concentracién de GCs no implica mayor respuesta comportamental sino que a

distintas concentraciones puede desencadenar diferentes comportamientos, lo cual fue



demostrado en ratas (Dallman et al. 1993, Dhabhar y Mc Ewen 1999). Bajo esta
perspectiva, es posible que otros comportamientos, diferentes de los involucrados en la
prueba utilizada hayan sufrido cambios pero no fueron cuantificados. Por otro lado, es
posible que un incremento en GCs per se no sea suficiente para desencadenar una
respuesta antipredatoria, sino que la misma esté asociada a estimulos identificados
como provenientes de un predador, considerando en esta fase la percepcion sensorial
del propio factor de estrés, la cual puede variar ampliamente (Sopinka et al. 2015). Asi,
en la respuesta comportamental podrian estar involucrados otros aspectos o
componentes de la respuesta al estrés, incluyendo la activacién del eje simpatico-
médulo-adrenal (SMA), que resulta en un incremento en los niveles de catecolaminas
(noradrenalina y adrenalina) y otras hormonas, neurotransmisores, citoquinas vy
péptidos opioides (Sapolsky et al. 2000, Armario 2006, Boonstra 2013).

Por otro lado, frecuentemente se proponen relaciones lineales entre los niveles
de GCs y otros parametros fisioldgicos, como la relacion N/L (Davis et al. 2008). En este
trabajo no se observaron diferencias en la proporcién N/Ly en los niveles de glucosa en
sangre luego de la induccion tanto enddgena como exdgena de los niveles de cortisol.
La relacion N/L se reconoce principalmente como indicativa de respuestas a factores de
estrés de tipo créonico mas que puntual (Davis et al. 2008). Se ha observado en estudios
previos que C. talarum responde incrementando sus relaciones N/L cuando se expone a
un periodo de inmovilizacién, asi como al estrés créonico que representa la condicién de
cautiverio y la restriccion alimentaria (Vera et al. 2011). Por otro lado, en estudios
previos con tuco-tucos adultos se encontré que los individuos no mostraron variaciones
en ambos parametros fisioldgicos luego de la exposicidon a sefiales indicativas de la
presencia de un predador (orina u olor de la piel de un gato) presentadas con diferentes
intensidades o frecuencias (Capitulos 1y 2).

En conclusion, este estudio muestra que, en C. talarum, la inmovilizacién vy la
exposicion a pistas (olores) de un predador actlan como factores de estrés que
desencadenan incrementos diferenciales de cortisol plasmaticos y una respuesta
comportamental asociada a la apariciéon de estados de ansiedad. Estas respuestas son
de magnitud moderada, las cuales se corresponderian con presiones de predacion
aliviadas por el uso del ambiente subterrdneo. Para comprender plenamente como los

organismos silvestres se ven afectados por los diversos factores de estrés, es crucial



entender con mayor detalle la fisiologia que subyace a la respuesta frente a un estresor,
asi como su relacion con los mecanismos comportamentales. Dado que la relacion entre
la respuesta comportamental y fisioldgica es compleja, se hace necesaria una
aproximacion  multidimensional considerando la  evaluacién de diferentes
comportamientos como los presupuestos de tiempo, uso de espacio, vigilancia, y
respuestas a diferentes pistas de predadores, considerando el contexto, especialmente
en lo que respecta a la percepcion del riesgo o implicancias para el organismo presa

(Mateo 2007).



CAPITULO 4

Exposicion maternal a las pistas directas de un
predador: efectos sobre el comportamiento,

fisiologia e inmunidad en las crias.
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CAPITULO 4: EXPOSICION MATERNAL A PISTAS DIRECTAS DE UN
PREDADOR: EFECTOS SOBRE EL COMPORTAMIENTO, FISIOLOGIA E
INMUNIDAD EN LAS CRIAS.

INTRODUCCION

Como fue descripto anteriormente, la exposicidon a factores de estrés ecoldgicos
y ambientales, como la presencia de predadores o sus olores, puede causar cambios
severos en la fisiologia y el comportamiento de los individuos (Kavaliers y Choleris,
2001, Apfelbach et al. 2005, Takahashi et al. 2005, Hegab et al. 2014, 2015). Sin
embargo, estos efectos no se circunscriben Unicamente al individuo presa. En diversas
especies se ha descripto que también la descendencia es influenciada por las
condiciones ambientales que experimenta su madre, quien puede luego afectar a su
progenie tanto durante la gestacién como luego del nacimiento debido a alteraciones
en la calidad y cantidad de cuidado parental (Mashoodh et al. 2009, Sheriff et al. 2015,
Bauer et al. 2015). Focalizando en la exposicion prenatal a olores del predador, se sabe
qgue el estrés maternal durante la prefiez aumenta los niveles plasmaticos de
glucocorticoides (GCs) en la madre, lo que a su vez puede tener fuertes efectos
negativos en el desarrollo fetal, el tamafio de la camada, el peso corporal y el tiempo de
maduracion sexual de la descendencia (Vasilieva et al. 2001, Apfelbach et al. 2005,
Weinstock 2008, Monclus et al. 2011, Love et al. 2013). Sin embargo, estudios recientes
han sugerido que muchos efectos de situaciones estresantes durante el periodo
gestacional pueden ser positivos para las crias. Por ejemplo, el estrés maternal cronico
puede ser un buen predictor del ambiente y, por lo tanto, el riesgo predatorio puede
beneficiar a la descendencia como resultado de la programacion maternal perinatal
(Boonstra 2013). Este proceso de programacion puede afectar la expresion génica en la
descendencia, afectando su desempefio durante toda la vida (Meaney et al. 2007). Por
ejemplo, en diversas especies, las crias de madres que fueron expuestas a pistas de
predadores son mas eficientes defendiéndose contra predadores que las crias de

madres no expuestas (Shine y Downes 1999, Storm y Lima 2010, McGhee et al. 2012).



Ademads, existe evidencia creciente de que las variaciones en el ambiente prenatal
pueden influenciar las respuestas de la descendencia tanto en el corto como en el largo
plazo (Barbazanges et al. 1996, Vallee et al. 1997, Boersma y Tamashiro 2015).

Estudios realizados en roedores han mostrado relacion entre situaciones
estresantes durante la prefiez y cambios en el comportamiento, fisiologia e inmunologia
de las crias (Guo et al. 1993, Lordi et al. 1997, 2000, Gotz y Stefanski 2007, Gotz et al.
2007, Wilson et al. 2013). Por ejemplo, experimentos comportamentales demostraron
que ratas estresadas prenatalmente muestran niveles mayores de ansiedad (Estanislau
y Morato 2005, Abe et al. 2007), variaciones en la motivacion para explorar laberintos
(Valleé et al. 1997, Patin et al. 2005), y diversas anormalidades en el comportamiento,
incluyendo disminucién del miedo innato en respuesta al olor de predadores, alteracién
de la extincion del miedo, aumento de la actividad locomotora y aparicién de
comportamientos estereotipados (Wilson et al. 2013). A su vez, los cambios en el
comportamiento inducidos por estrés prenatal pueden estar acompafiados por
alteraciones en la funcién del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Maccari et al.
1995, Bagazages et al. 1996, Abe et al. 2007). Por ejemplo, Shdpper y colaboradores
(2012) encontraron que la exposicién a estrés en hembras de cobayo (Cavia porcellus)
prefiadas resultd en niveles de glucocorticoides basales menores en crias durante la
fase pre-pubertal, a pesar de lo cual siguieron siendo capaces de aumentar los niveles
de cortisol en plasma luego de la exposicion al estrés. Por otro lado, Bian y
colaboradores (2015) demostraron que el estrés maternal, inducido por la densidad en
ratones de la tundra (Microtus oeconomus), altera el eje de estrés de la descendencia,
observandose niveles de metabolitos fecales de corticosterona (FCM) mayores en las
crias que nacieron de madres estresadas (bajo condiciones de alta densidad). Resulta
interesante destacar que estos cambios fisioldgicos pueden depender del momento en
el que se verifica el estrés maternal en lo que respecta al desarrollo gestacional, su
intensidad y duracion (Weinstock 2008).

Aparte de los efectos sobre el eje de HPA de la madre y la descendencia,
estudios recientes sugieren que el estrés experimentado por la madre durante la prefiez
también puede afectar la funcién del sistema inmune de la progenie en desarrollo (Kay
et al. 1998, Bakker et al. 1998, Merlot et al. 2007). Estudios experimentales que

evaluaron las consecuencias del estrés durante el periodo gestacional indicaron efectos



perjudiciales en el numero de leucocitos y la capacidad de respuesta de la
descendencia. Gotz y Stefanski (2007) investigaron el efecto de un factor de estrés
maternal involucrando interacciones sociales (utilizando el paradigma de conflicto
psicosocial entre hembras) en ratas Long-Evans y encontraron que los machos
estresados prenatalmente presentaban un menor numero basal de leucocitos.
También, se observo una reduccién de la respuesta proliferativa de linfocitos (la cual se
espera que ocurra bajo una respuesta inmune de tipo inflamatoria) a la estimulacién
con una lectina de hierba carmin como agente mitogénico (denominacién en inglés:
pokeweed, PWM). Sin embargo, no hubo diferencias en el indice de proliferacion
reportados para los machos control y estresados prenatalmente en respuesta al agente
mitogénico Concavalina A, una lectina extraida de la leguminosa Canavalia ensiformis
(Gotz y Stefanski 2007). Ademads de afectar la respuesta de anticuerpos (Sobrian et al.
1997), el estrés prenatal también puede influir en los mecanismos de regulacién de la
inflamacion (Vanbesien-Mailliot et al. 2007).

Mientras que estos efectos del estrés prenatal en la descendencia han sido
investigados extensivamente en ratas de laboratorio utilizando principalmente factores
de estrés convencionales de laboratorio (por ejemplo, restriccion fisica, Maccari et al.
1995; choque eléctrico, Estanislau y Morato 2005; estrés psicolégico, Abe et al. 2007; y
estrés psicosocial, Gotz y Stefanki 2007), comparativamente pocos estudios han
involucrado especies silvestres y estresores ecolégicamente relevantes. Un ejemplo de
esta Ultima situacién fue llevado a cabo por Bian y colaboradores (2015), quienes
estudiaron los efectos de la densidad poblacional de hembras reproductivas durante la
gestacion sobre la fisiologia, la reproduccion y la dindmica poblacional de la
descendencia en M. oeconomus. Los estresores naturales, como la presencia de un
predador o las sefiales indicativas de su presencia, que ciertamente representan un
estimulo con mayor relevancia ecoldgica, son poco utilizados como estresores en
condiciones experimentales. Por lo tanto, en los organismos modelo no tradicionales, la
relacién entre las exposiciones a los factores de estrés naturales en el periodo
gestacional y los efectos sobre la descendencia ha sido poco explorada (Boonstra 2013).
Sin embargo, este tema debe ser considerado para profundizar nuestra comprension
sobre el rol potencialmente adaptativo de los estresores ecoldgicos y ambientales para

la descendencia en su adultez.



Ctenomys talarum presenta un sistema de apareamiento poliginico en el cual los
machos nunca ejercen cuidado preparental o parental (Zenuto et al. 2001, Zenuto et al.
2002). El periodo de gestacién es de 95 dias desde la copula (Zenuto et al. 2001). Las
crias presentan a los 60 dias edad, independencia comportamental y fisiolégica de su
madre (Zenuto et al. 2002, Cutrera et al. 2003). Por lo tanto, el periodo de destete
comienza a esta edad, cuando las crias comienzan a exhibir un comportamiento
exploratorio activo (Schleich 2010), y se dispersan desde la cueva materna (Malizia et al.
1995) incrementandose su labilidad frente a la predacion terrestre y aérea (Busch et al.
2000). La edad de maduracion sexual de esta especie es seis meses para las hembras y
nueve meses para los machos (Malizia y Busch 1991).

Como se ha detallado anteriormente, estudios previos realizados en adultos de
C. talarum mostraron que la exposicion a sefiales indicativas de la presencia de un
predador afecta por un lado el aprendizaje espacial y sus capacidades de memoria
(Mastrangelo et al. 2009; Brachetta et al. 2014). Ademas, generan un estado de
ansiedad e inducen cambios comportamentales asociados con la disminucién de la
actividad locomotora vy la aparicion de conductas de evitacion (Capitulo 1, Brachetta et
al. 2015). La intensidad del olor del predador presentado a los tuco-tucos tiene un rol
en la aparicion de comportamientos defensivos, siendo los olores de la piel del gato,
mas ansiogénicos que la orina (Capitulo 2, Brachetta et al. 2016). La respuesta
comportamental frente a pistas de un predador estd asociada, aunque
moderadamente, a un incremento en los glucocorticoides (Capitulo 3).

El sistema inmune de adultos y crias de C. talarum ha sido evaluado en multiples
aspectos. Por ejemplo, Cutrera y colaboradores (2014) encontraron que los tuco-tucos
juveniles (60 dias de edad) montaron una respuesta inflamatoria a la fitohemaglutinina
(lectina de la leguminosa Phaseolus vulgaris, PHA) significativamente mayor que los
adultos. Resulta interesante destacar que a esa edad los tuco-tucos juveniles comienzan
a salir de la cueva materna, situacion que podria incrementar la frecuencia de las
lesiones causadas por las interacciones con los predadores (Zenuto et al. 2002).
Ademas, Cutrera y colaboradores (2010) encontraron que los adultos de esta especie
subterrdnea son capaces de montar una respuesta inmune humoral contra un antigeno

novedoso (globulos rojos de oveja; SRBC) y que la respuesta representa un costo



energético significativo para ellos. Sin embargo, en juveniles de C. talarum la respuesta
humoral permanece aun sin ser evaluada.

Hasta el momento no se han explorado los efectos generacionales de una
situacion amenazante, como la presencia de pistas de un predador durante el periodo
gestacional y sus consecuencias en la descendencia de C. talarum. Por lo tanto, el
objetivo de este capitulo es evaluar si la exposicién prenatal a sefiales indicativas de la
presencia de un predador -gato- (orina, olor de la piel e inmovilizacion) afecta la
fisiologia y el comportamiento de las crias de C. talarum a edad juvenil, (coincidente con
la etapa de dispersién natal). En particular, evaluaremos si la exposicion maternal al
estrés por predador induce variaciones en: 1) niveles de ansiedad, actividad
locomotora, exploracién, comportamientos defensivos, 2) respuesta comportamental a
sefiales indicativas de la presencia de un predador; 3) respuesta inmune y 4) activacion
del eje HPA en la descendencia.

Se predice que el estrés prenatal, generado por la presencia de sefiales de un
predador causara un incremento en los niveles de ansiedad en los juveniles de C
talarum en forma de disminucién de la actividad locomotora y exploratoria, y la
aparicion de comportamientos defensivos. Ademas, mostrardn una mayor respuesta
comportamental cuando se exponen a pistas directas de un predador. Por otro lado, se
espera que la capacidad de montar respuestas tanto inflamatorias como de anticuerpos
se vea afectada en individuos estresados prenatalmente. Finalmente, se esperan

cambios en los niveles basales de GCs y su reactividad a la inmovilizacion.

MATERIALES Y METODOS

Animales y condiciones del laboratorio:

Hembras prefiadas de Ctenomys talarum (n = 15) fueron capturadas utilizando
trampas de captura viva en las dunas de arena de Villa Gesell (37 ° 15'19 "S, 56 ° 58'04"
O, Provincia de Buenos Aires, Argentina) entre mayo y diciembre de 2015 (estacion
reproductiva). Las hembras capturadas fueron llevadas inmediatamente al bioterio y

alojadas en las condiciones mencionadas en el Capitulo 1, colocando media maceta



como refugio y virutas de madera como material de anidacion. Los animales fueron
alimentados como se explicd en el Capitulo 1. Luego de 7 dias de aclimatacién a las
condiciones de cautiverio, las hembras fueron asignadas a los grupos con exposicion a
estrés prenatal por predador (EPP) o control (C). Al finalizar los experimentos, las
madres y sus crias fueron devueltas al sitio de captura en buenas condiciones de salud.
Debido a la baja actividad reproductiva en condiciones de cautiverio —aun permitiendo
que las hembras se apareen con los machos preferidos- (Zenuto et al. 2007) y el largo
periodo de gestacion descripto para C. talarum (95 dias; Zenuto et al. 2001), la
obtencion del pool de crias requerido para llevar a cabo este tipo de estudio no pudo

ser realizado a partir de apareamiento de parejas en el bioterio.

Procedimiento de estrés prenatal por predador:

Las hembras prefiadas fueron divididas aleatoriamente en dos grupos. Un grupo
se utilizé como control (C: sin exposicion a las sefiales de los predadores, n = 6) y el otro
grupo fue sometido al estrés prenatal por predador (EPP, n = 9). Los individuos del
grupo EPP fueron expuestos a sefales de predadores (olor de orina + olor de
piel/inmovilizacidon) una vez por semana hasta el dia de nacimiento. Siguiendo este
esquema, y de acuerdo a la duracién de la prefiez, las hembras prefiadas fueron
expuestas una a cuatro veces. Por lo tanto, en el presente estudio, el estrés prenatal
aplicado corresponde al ultimo tercio del desarrollo fetal.

La exposicién a orina de gato consistié en dejar al animal en una caja (0,30 x 0,40
x 0,25 m) con un soporte de pldstico que contenia virutas de madera impregnadas con
orina de gato doméstico durante un periodo de 5 min. Simultaneamente, la
inmovilizacion consistié en colocar cada individuo en sujetar al tuco-tuco firmemente
con la mano con un pafio impregnado con olor de piel de gato para restringir su
movimiento vy liberarlo intermitentemente durante un periodo de 2 min. Las muestras
de olor se obtuvieron como se detalla en el Capitulo 1. Los animales del grupo C se
dejaron en la caja de plastico durante el mismo periodo de tiempo pero sin exposicion a
las sefiales de los predadores. Los efectos fisioldgicos y comportamentales de la
exposicion a las pistas de un predador, ya descriptos anteriormente en individuos
adultos de C. talarum (ver Capitulos 1 y 2), no fueron evaluados en las madres de

manera de disminuir la probabilidad de reabsorcion de los embriones, aborto de fetos,



o mortalidad de las crias debido al canibalismo o al infanticidio, dos comportamientos

comunes en madres bajo estrés.

Camadas y condiciones de alojamiento:

La fecha de nacimiento fue determinada por la observacion diaria de las cajas de
plastico que contenian a cada hembra prefiada. Todas las madres utilizadas en este
estudio se encontraban en el Ultimo mes de gestacién. El tamafo de la camada de las
madres Control y Expuestas fue similar (control = 4 + 0.8; expuestas = 3.5 + 1.6, test de
T, gl = 13, p = 0.64). Asi mismo, el nimero de crias por camada que sobrevivieron a la
edad de 60 dias fue similar en los individuos estresados prenatalmente (27 crias
sobrevivieron de un total de 33) y en los individuos control (19 crias sobrevivieron de un
total de 22). El peso de las crias al nacer fue similar en los grupos C (10,14 g + 0,77) y
EPP (10,67 g + 1,75). Para los experimentos, se utilizaron 25 crias de un total de 15
camadas: 6 controles (C, total de 4 machos y 5 hembras) y 9 EPP (total de 6 machosy 10
hembras). Todas las crias fueron marcadas con tinta para permitir el reconocimiento
individual y sexadas en el primer mes. Para los experimentos, dos individuos de cada
camada fueron escogidos al azar (con la excepcién de las camadas de un individuo).
Finalmente, cuando los juveniles alcanzaron los 60 dias de edad fueron separados de la

madre y colocados en cajas individuales como se describid anteriormente.

Procedimiento experimental: entre los 70 y 120 dias de edad (estadio juvenil), se
realizaron una serie de experimentos destinados a evaluar: A) las respuestas
comportamentales, B) inmunoldgicas y C) fisioldgicas al estrés causado por las pistas del
predador al cual fueron sometidos prenatalmente, seglin se explica a continuacién y se
puede observar en la representacion de la Figura 1.

Experimentos:

A) Respuesta comportamental (Fig. 1A):

Tests de ansiedad:
El desempefio de los juveniles de los grupos C y EPP fue evaluado en dos tests
usados comunmente para evaluar el comportamiento exploratorio y el estado de

ansiedad en roedores estresados prenatalmente: el dispositivo de campo abierto (Abe



et al. 2007, Gotz y Stefanski 2007, Baker et al. 2008, Mashoodh et al. 2009) vy el
laberinto en cruz elevado (Estanislau y Morato 2005, Gotz y Stefanski 2007, Baker et al.
2008, Laloux et al. 2012: ver Capitulo 1 por detalles). En este caso, en el dispositivo de
campo abierto, se determinaron: distancia total recorrida (cm), tiempo en movimiento
(% tiempo total), tiempo transcurrido en el centro (cuadrados B2 a B4, C2 a C4 y D2 a
D4), tiempo rascando las paredes y numero de levantamientos (cuerpo erguido). Los
experimentos se llevaron a cabo cuando los individuos tuvieron 70 y 72 dias de edad,

respectivamente (Fig. 1A).

Sefiales del predador y test de ansiedad:

Alos 120 dias de edad, todos los tuco-tucos (grupos Cy EPP) fueron expuestos a
estrés por predador (2 min de inmovilizacion con un pafio impregnado con olor de la
piel de gato) para evaluar si la respuesta comportamental de los individuos expuestos o
no a estrés por predador durante la gestacion maternal es similar cuando se somete a
estrés en la edad juvenil. Después de 30 minutos de la exposicion, se evalud el

comportamiento de los animales en el laberinto en cruz elevado (Fig. 1A).
B) Respuesta inmune (Fig. 1B):

Desafio con SRBC (globulos rojos de oveja): para evaluar la funcion inmune adaptativa en
tuco-tucos juveniles (77 dias), cada animal de los grupos C y EPP se inyectd
intraperitonealmente con el antigeno no patogénico SRBC (gldbulos rojos de oveja,
Fitzgerald, suspensién al 10%, 1,5 plL/ & = de peso corporal). Luego de siete dias, se
inyectaron nuevamente con SRBC (refuerzo), siguiendo un protocolo previamente
desarrollado para C. talarum por Cutrera y colaboradores (2010). Luego de una semana,
se estimod la respuesta inmune mediante los titulos medios de anticuerpos contra este
antigeno detectado en ensayos de hemoaglutinacién utilizando microplacas de 96
pocillos. Inmediatamente después de la colecta, la sangre se mantuvo a 42 C hasta que
se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, luego se separo el plasma y se calentd
a 562 C durante 30 minutos para inactivar el complemento. El plasma se guardd a -202 C
hasta que se utilizd en el ensayo de hemoaglutinacion. Se afiadieron 20 pl de plasma

inactivado por calor a 20 ul de PBS en el primer pocillo de la placa; se llevaron a cabo



diluciones en serie en PBS (1: 2-1: 256) seguidas por la adicion de 20 ul de una
suspension al 1% de SRBC a cada pocillo. Las placas se agitaron suavemente durante 1
min y después se incubaron a 372 C durante una hora. Después de eso, las placas se
mantuvieron a 49 C durante 2 hs antes de realizar el examen macroscépico para la
aglutinacion. A efectos comparativos, los titulos de anticuerpos se expresaron como el
log2 negativo (-log2) de la concentracién plasmatica minima que contenia suficiente
anticuerpo para aglutinar el SRBC antigénico. Ademas, el andlisis de un grupo control
adicional (n = 6), compuesto por otros individuos de las mismas camadas inyectadas
intraperitonealmente con solucion estéril de buffer fosfato salino (PBS, 1,5 uL/ 8™ de
peso corporal) confirmd que los juveniles no presentan anticuerpos sin haber sido

previamente expuestos al antigeno (Fig. 1B).

Desafio con PHA (fitohemaglutinina): para evaluar la respuesta inflamatoria de los
juveniles, se utilizé una de las técnicas mas comunmente utilizadas: la prueba cutanea
de fitohemaglutinina (PHA). PHA es una lectina vegetal que desencadena una respuesta
inflamatoria local que en tuco-tucos estd mediada tanto por componentes de la
inmunidad adaptativa asi como la innata (Merlo et al. 2014). Antes de la inyeccién con
PHA, se midio el grosor de cada pata trasera con un micrometro. A continuacién, se
inyectd subcutdneamente cada individuo (91 dias de edad) en el empeine del pie
posterior izquierdo con solucién estéril de buffer fosfato salino (PBS, 0.3 ulL/g de peso
corporal) y en el pie posterior derecho con PHA (Phaseolus vulgaris PHA Sigma L-8754
disuelto en PBS, 3 mg/ml, 0.3 ulL/g de masa) usando una aguja 30G, metodologia
descripta previamente por Merlo (2014). La magnitud de la inflamacion se midié 24
horas después de la inyeccién. Finalmente, se determind la respuesta de PHA o PBS
como la diferencia entre el grosor pre y la post-inyeccién dividido por el grosor inicial

del pie (respuesta = (post-pre) / pre) (Fig. 1B).

Determinacion del perfil leucocitario: el perfil leucocitario se utilizd para evaluar las
defensas inmunitarias innatas en los juveniles (Fig. 1B), en forma similar a lo
previamente realizado en adultos de C. talarum (Cutrera et al. 2010, Schleich et al.
2015). Se determind la abundancia de linfocitos, neutrdfilos, eosinéfilos, basdéfilos y

monocitos, (en base a la examinacion de un total de 200 leucocitos) utilizando un



microscopio a 1000x, a partir de frotis de sangre fijados en metanol al 70% durante 10
min y teflidos con May-Grunwald-Giemsa. Todos los tipos de leucocitos se identificaron
de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas siguiendo las descripciones de Voigt
(2000) en vertebrados y Vera et al. (2008) para C. talarum. Para calcular la abundancia
total de leucocitos, se registré el nimero de leucocitos encontrados en 30 campos en
los que habia una sola capa de eritrocitos (~20.000 eritrocitos, R. Zenuto, datos no

publicados) y se estandarizaron a 100.000 eritrocitos con fines comparativos.

C) Respuesta fisiolégica al estrés (Fig. 1C):

Para evaluar el efecto del estrés prenatal sobre los parametros fisiolégicos, a los
91 dias de edad se obtuvieron muestras de sangre de cada uno de los juveniles de
ambos grupos (EPP y C) para la determinacion de las concentraciones de cortisol, los
niveles de glucosa en sangre y la relacion neutréfilos/linfocitos (N/L) (Fig. 1C). Luego los
individuos fueron expuestos a un factor de estrés puntual para evaluar la respuesta de
ambos grupos al estrés. Para ello, los tuco-tucos se sometieron a inmovilizacion con la
metodologia explicada en Vera et al. (2008): cada individuo se mantuvo firmemente
durante un periodo de 2 min en un aparato de retenciéon formado por dos rejillas de
alambre paralelas (espaciadas 3,5 cm) que les impedia hacer cualquier tipo de
movimiento. Luego, se obtuvieron muestras de sangre para medir las concentraciones
de cortisol, los niveles de glucosa en sangre y la relacion N/L de todos los individuos
después de la inmovilizacion (1 hora), ya que los niveles de cortisol aumentan
significativamente a los 30-60 minutos en tuco-tucos sometidos a este estrés agudo
(Vera et al. 2011). En dos grupos control adicionales (no sujetos a inmovilizacién), se
encontré que los individuos no mostraron incremento en los niveles de cortisol
plasmatico después de 3 hs (n =7, p = 0.250) y 4 hs (n = 6, p = 0.959) debido al
procedimiento de extraccidén de sangre. Por lo tanto, los niveles de cortisol muestreados
4 hs mas tarde (pero 1 h después de la inmovilizacion) revelaron la respuesta a la
inmovilizacion y no al muestreo de sangre antes del tratamiento.

Finalmente, los valores de cortisol plasmatico, los niveles de glucosa en sangre y
la proporciéon de neutréfilos/linfocitos se obtuvieron siguiendo la metodologia detallada

previamente (Capitulo 1).



Test de campo Test de laberinto Exposicion a las
(A) Respuesta abierto en cruz elevado sefiales del
comportamental (10 min) (5 min) predador (2 min)
+ Test de
laberinto en cruz
elevado (5 min)
Extraccion de Medicién del
sangre (100 ul), 2° inyeccion de Extraccion de grosor Medicion de la
conteo de SRBC (10%) sangre: inflamacion (PHA
(B) Respuesta leucocitos Inyeccién de PHA | Y PBS)
inmunoldgica - e £E -Titulos de Ac SRBC v PBS
SRBC (10%)
-Cortisol, glucosay
N/L
(+ 3hs)
Respuesta Inmgvilizacién
(©) fisiolégica (2min)
(+ 1hs)
Extraccion de
sangre: cortisol,
glucosay N/L
Estrés Dia de nacimiento Separacion
prenatal por madre-crias
predador, (cajas
EPP individuales)
(1-4
exposiciones)
Dia 0 | Dia 60 | Dia 70 | Dia 72 | Dia 77 | Dia 84 | Dia 91 | Dia 98 | Dia 99 | Dia 120

Fig. 1. Linea de tiempo de los procedimientos experimentales para evaluar las respuestas comportamentales (A), inmunoldgica (B) y (C) fisioldgica.




Analisis estadistico

Todas las comparaciones estadisticas involucraron una estructura anidada en la
gue se realizaron mediciones en individuos juveniles que se desarrollaron en camadas
de una misma hembra. Ademads, las comparaciones que implicaban la medicién de los
mismos individuos en diferentes ocasiones afiadieron una estructura de medidas
repetidas al andlisis. Asi, las diferencias en las respuestas a los tratamientos
experimentales se evaluaron mediante ANOVA anidados y de medidas repetidas usando
la biblioteca "nlme" (Pinheiro et al. 2014) en R (R Core team 2017). Para verificar la
normalidad y la homocedasticidad de los residuales en ANOVA realizamos las pruebas
de Shapiro y Levene, respectivamente. En los pocos casos en los que estos supuestos no
se cumplieron los datos fueron transformados con raiz cuadrada. El sexo de los
juveniles no se consideré como un factor en el analisis debido al nimero bajo y desigual
de machos y hembras en cada grupo (control y tratamiento). Ademas, trabajos previos
en adultos de C. talarum mostraron que los pardmetros comportamentales y
fisiolodgicos no difirieron entre machos y hembras después de la exposicion a los olores

de los predadores (Capitulo 1, Brachetta et al. 2015).

RESULTADOS

Respuesta comportamental:

Estrés prenatal por predador y test de ansiedad:

Dispositivo de campo abierto: la exposicion prenatal a los olores del predador disminuyo
el porcentaje de tiempo en movimiento (ANOVA anidado, gl = 13, t = -2.30, p = 0.038,
Fig. 2A) y la distancia total recorrida en los juveniles expuestos (gl = 13, t =-2.77, p =
0.016; Fig. 2B). El tiempo transcurrido en el centro (gl = 13, t =-0.89, p = 0.386, Fig. 2C),
el tiempo rascando las paredes (gl = 13, t = 0.83, p = 0.418, Fig. 2D) y el numero de
levantamientos (gl = 13, t = -1.40, p = 0.184; Fig. 2E) no difirieron significativamente

entre los grupos Cy EPP.
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Fig. 2: Box plot representando el tiempo en movimiento (% del tiempo total) (A), la

distancia total recorrida (cm) (B), el tiempo de permanencia en el centro (% total de

tiempo) (C), tiempo rascando las paredes (s) (D) y numero total de levantamientos (E)

de los grupos Control y EPP en la prueba de campo abierto. Las barras indican rango

max-min.

Laberinto en cruz elevado: los juveniles estresados prenatalmente mostraron una clara

disminucién en el tiempo de permanencia (ANOVA anidado, gl = 13, t = -4.43, p <0.001,

Fig. 3A) y el nUmero de entradas (ANOVA anidado, gl = 13, t =-2.46, p = 0.028, Fig. 3B) a

los brazos transparentes en el laberinto en cruz elevado. La distancia recorrida (ANOVA

anidado, gl = 13, t =-1.03, p = 0.319, Fig. 3C), el nUmero de entradas totales a los brazos

(gl =

13, t = -0.04, p = 0.965, Fig. 3D) y el tiempo rascando paredes en los brazos

transparentes (gl = 13, t =-0.71, p = 0.486, Fig. 3E) no difieren entre los grupos EPP y C.
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Fig. 3: Box plot representando permanencia en brazos transparentes (% del tiempo total)
(A), numero de entradas a brazos transparentes (% tiempo total) (B), distancia total
recorrida (cm) (C), numero total de entradas a los brazos (D) y el tiempo rascando paredes
en los brazos transparentes (% del tiempo total) (E) de los grupos control y EPP en el

laberinto en cruz elevado. Las barras indican rango mdx-min.

Sefiales del predador y test de ansiedad:

La comparacion de los grupos C y EPP luego de la exposicién a estrés por
predador reveld que los juveniles del grupo EPP permanecieron menos tiempo (ANOVA
anidado, gl = 13, t = -3.33, p = 0.005, Fig. 4A) e ingresaron menos veces (gl = 13, t = -
2.33, p = 0.036; Fig. 4B) a los brazos transparentes del laberinto elevado en
comparacién con el grupo control (C). La distancia recorrida (ANOVA anidado, gl = 13, t
=-0.96, p = 0.350, Fig. 4C), el nimero de entradas totales a los brazos (gl = 13, t = 0.35,
p =0.729, Fig. 4D) y el tiempo rascando paredes (gl = 13,t =-1.41, p = 0.181, Fig. 4E) en
los brazos transparentes no difieren entre ambos grupos.

En comparacién con los valores obtenidos previamente para el mismo grupo
(juveniles a los 72 dias de edad), los individuos del grupo control mostraron una
disminucién en el tiempo de permanencia (RM ANOVA, gl = 10, t = -3.25, p = 0.008, Fig.
4A) y en el nimero de entradas a los brazos transparentes (RM ANOVA, gl = 10, t = -
2.31, p = 0.043, Fig. 4B) luego de haber sido sometidos al factor de estrés. No se
observaron diferencias en la distancia recorrida (RM ANOVA, gl = 10, t =-1.64, p = 0.13,
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Fig. 4C), numero de entradas totales a los brazos (RM ANOVA, gl = 10, t = -0.46, p =

0.65, Fig. 3E). De manera similar, los individuos del grupo EPP permanecieron (RM

ANOVA, gl =13, t =-1.97, p = 0.043, Fig. 4A) y entraron menos veces (RM ANOVA, gl =

13,t=-3.48, p = 0.06; Fig. 4B) a los brazos transparentes luego de la exposicion al estrés

por predador en comparacion con su respuesta comportamental anterior en el

laberinto elevado, mientras que no se observaron diferencias en la distancia total

recorrida (RM ANOVA, gl =13, t=-1.31, p =0.21, Fig. 4C), el nimero de entradas totales

a los brazos (RM ANOVA, gl = 13, t =-0.97, p = 0.34, Fig. 4D) y el tiempo rascando las

paredes (RM ANOVA, gl = 13, t =-2.45 p = 0.12, Fig. 4E).
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Fig. 4: Box plot representando la permanencia en brazos transparentes (% del tiempo total) (A),

numero de entradas a los brazos transparentes (% del tiempo total) (B), distancia total recorrida (cm)

(C) y el tiempo rascando las paredes en los brazos transparentes (% del tiempo total) (E) de los grupos

Control y EPP (no expuestos -72 dias de edad- y expuestos -120 dias de edad- a sefiales del predador)

en el laberinto en cruz elevado. Las barras indican rango max-min.



Respuesta inmune

Desafio con SRBC (gldbulos rojos de oveja): los titulos de anticuerpos contra gldbulos
rojos ovinos (SRBCs) no difieren significativamente entre animales EPP y C (ANOVA

anidado, gl =13, t =-0.83, p = 0.420, Fig. 5A).

Desafio con PHA (fitohemaglutinina): no se observaron diferencias significativas entre la
respuesta inflamatoria 24 hs después de la inyeccion con PHA entre los juveniles de los

grupos Cy EPP (ANOVA anidado, gl = 13, t =-0.68, p = 0.514, Fig. 5B).

Determinacion del perfil de leucocitario: no se observaron diferencias en las cantidades
de linfocitos y neutrdfilos, los dos tipos de leucocitos de mayor importancia numérica,
entre los grupos control y EPP (ANOVA anidado, gl = 13,t=-0.71, p=0.759, gl = 13, t =
0.55, p =0.588, respectivamente, Fig. 5C, D).
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Fig. 5: Box plot representando los titulos de anticuerpos contra los globulos rojos de oveja (SRBC)
(A), inflamacion de la pata luego de la inyeccion con PHA (B), y conteo de linfocitos (C) y
neutrdfilos (D) en relacion a 100.000 glébulos rojos en juveniles de tuco-tucos Control y EPP. Las

barras indican rango mdx-min.



Respuesta fisioldgica al estrés

Antes de ser expuestos a inmovilizacién, la relacion N/L (ANOVA anidado, gl = 13,
t=-1.17, p = 0.260, Fig. 6A), los valores de glucosa en sangre (ANOVA anidado, gl = 13, t
=2.01, p = 0.065, Fig. 6B) y los niveles de cortisol (ANOVA anidado, gl = 13,t=-0.66, p =

0.517, Fig. 6C) fueron similares entre los individuos de los grupos EPP y C.
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Fig. 6: Box plot representando la relacion neutrdfilos/linfocitos (A), niveles de glucosa en sangre (mg/ml) (B) y niveles de cortisol
plasmatico (ng/ml) antes y después del periodo de estrés (inmovilizacion) en los grupos control y estresados prenatalmente (EPP). Las

barras indican rango mdx-min.

La comparaciéon de los individuos del grupo control antes y después de la
exposicion a la inmovilizacion reveld un incremento en la relacién N/L después de la
aplicacién del estresor (ANOVA anidado, gl = 10, t = 2.91, p = 0.01, Fig. 6A), mientras
gue no se observaron diferencias en los niveles de glucosa y cortisol (ANOVA anidado, gl
=10,t=0.5p=0.62, gl =10, t =-0.98, p = 0.34, respectivamente, Fig. 6B y C). En
cuanto al grupo EPP, la inmovilizacién causd incrementos en la relacién N/L y en los
niveles de glucosa en sangre (ANOVA anidado, gl =13, t =2.57, p=0.02,df =13, t =
3.75, p = 0.002 respectivamente, Fig. 6A y B), mientras que no se detectaron diferencias
en los niveles de cortisol antes y después del tratamiento (ANOVA anidado, gl = 13, t =
1.00, p = 0.33, Fig. 6C).

Finalmente, luego de la exposicidn al factor de estrés puntual, la relaciéon N/L

(ANOVA anidado, gl = 10, t = -0.22, p = 0.559, Fig. 6A), los valores de glucosa en sangre



(gl =13, t=0.59, p=0.823, Fig. 6B) y los niveles de cortisol (gl = 13, t = 0.05, p = 0.958;

Fig. 6C) fueron similares entre los grupos.

DiScusION

En mamiferos, numerosos estudios han demostrado los efectos perjudiciales del
estrés prenatal en el desarrollo comportamental y fisiologico de la descendencia (Vallee
et al. 1997, Kapoor y Matthews 2005, Sheriff et al. 2009b). Los eventos estresantes
durante la prefiez pueden estar asociados con resultados negativos en la descendencia,
tales como el bajo peso al nacer, la baja tasa de supervivencia (Brunton y Russell 2010),
y aumento de la ansiedad (Vallee et al. 1997, Brunton y Russell 2010). Sin embargo,
estudios recientes sugieren que algunos de los efectos maternos pueden ser
adaptativos y estar relacionados con el aumento en la supervivencia y el éxito
reproductivo de la descendencia, pero a costa de un riesgo potencialmente mayor de
enfermedad en la adultez como las asociadas al desorden cardio-metabdlico o la
disfuncion neuroenddcrina (Schopper et al. 2012). En los ultimos afios, los trabajos
experimentales con roedores cambiaron su enfoque al andlisis de exposiciones
prenatales a factores estresantes ecoldgicos y ambientales (Love et al. 2013, Sheriff y
Love 2013). Uno de los factores mas relevantes en relacion con estos estresores es el
riesgo de predacién. En este trabajo expusimos hembras prefiadas de C. talarum a
sefiales de predadores (olores de pelaje/piel e inmovilizacién) y luego evaluamos las
respuestas comportamentales, fisioldgicas e inmunolégicas de sus descendientes a la
edad de dispersion natal.

Los resultados de nuestro estudio mostraron que la exposicién prenatal a pistas
de un predador afecta claramente la respuesta comportamental de los juveniles en
ambos paradigmas de comportamiento utilizados. El analisis comportamental de la
prueba de campo abierto revelé que en tuco-tucos juveniles (70 dias de edad) cuyas
madres fueron sometidas a pistas de un predador durante el periodo gestacional (EPP)
disminuyd el porcentaje de tiempo en movimiento y la distancia total recorrida en el
campo abierto. Cabe destacar que este efecto detectado en los juveniles expuestos

prenatalmente es consistente con el observado en tuco-tucos adultos a los cuales se los



somete directamente a esas pistas, una disminucion en el porcentaje de tiempo en
movimiento en el campo abierto en presencia de sefiales predatorias (olor de orina o
piel/pelaje de gato; Capitulo 1). También, se observaron respuestas similares en otras
especies de roedores. Por ejemplo, las crias macho de cobayos (Cavia aperea f.) de
madres expuestas a estrés maternal crénico mostraron una disminucién en la actividad
en comparacion con los controles en la prueba de campo abierto (Emack et al. 2008).
En concordancia, los resultados de la prueba de laberinto en cruz elevado revelaron que
los juveniles de C. talarum bajo estrés prenatal mostraron una clara disminucién en el
tiempo de permanencia y el nimero de entradas a los brazos transparentes. Por lo
tanto, los tuco-tucos juveniles expuestos a una situacion amenazante durante su
periodo gestacional tienden a evitar los brazos abiertos, mostrando una clara
preferencia por las dreas protegidas. En tuco-tucos adultos también se observaron
resultados similares en el laberinto en cruz elevado (Capitulo 1). Resultados similares se
encontraron en otras especies de roedores prenatalmente expuestas a diversos
factores de estrés. Por ejemplo, Estanislau y colaboradores (2005) encontraron que
ratas prenatalmente sometidas a choques eléctricos mostraron una reduccién en la
exploracion de los brazos abiertos en el laberinto en cruz elevado. En otro estudio, las
crias de madres expuestas a un predador (gato) durante la prefiez, mostraron un menor
ndmero de entradas totales a los brazos, entraron con menos frecuencia vy
permanecieron menos tiempo en los brazos abiertos que el grupo de control (Patin et
al. 2005). Por lo tanto, tomando los resultados observados en conjunto, tanto en el
laberinto elevado como en los ensayos en campo abierto, queda claro que la exposicion
prenatal de tuco-tucos a sefiales indicativas de la presencia de un predador natural
desencadena en la descendencia un estado de ansiedad y la clara aparicion de
comportamientos anti-predatorios, como la disminucion de las actividades locomotoras
y exploratorias.

Muchos estudios mostraron el impacto del estrés maternal durante la gestaciéon
sobre la funcién inmune en la descendencia. Una experiencia estresante en este
periodo puede perturbar el ambiente fetal y, por lo tanto, afectar el desarrollo inmune
postnatal. Por ejemplo, trabajos experimentales que evaluaron las consecuencias del
estrés durante el periodo gestacional, mostraron efectos inhibitorios en los procesos
inmunoldgicos de la descendencia debido a una disminucion del nimero de linfocitos
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en sangre. En un estudio de respuestas inmunoldgicas en ratas, Gotz y colaboradores
(2007) demostraron que los machos expuestos prenatalmente a un factor de estrés
psicosocial presentaban un numero menor de neutréfilos, monocitos, linfocitos T vy
células NK y una proliferacién linfocitaria reducida en relacién a los individuos no
estresados prenatalmente. Ademas, Toumi y colaboradores (2013) demostraron que las
crias de ratas Wistar estresadas prenatalmente mostraron una disminucién de
leucocitos vy linfocitos totales junto con monocitos y granulocitos, aunque en este caso
los cambios observados fueron dependientes del sexo. En el presente estudio,
encontramos gue una situacion estresante experimentada por la madre durante la
prefiez no modificd el nimero de linfocitos y neutréfilos en juveniles de C. talarum.
Ademas, la respuesta humoral de los juveniles fue similar entre los grupos EPP y C, ya
gue los titulos de SRBC no difirieron significativamente entre ellos. Resulta interesante
destacar que los tuco-tucos juveniles montaron una menor respuesta de anticuerpos
contra SRBC en comparacion con las respuestas reportadas para adultos de esta especie
(Cutrera et al. 2010), lo cual puede ser atribuido a la inmadurez del sistema inmune de
las crias. Independientemente de esto, las crias estresadas prenatalmente son
claramente capaces de responder a un desafio inmunoldgico que desencadena una
respuesta adaptativa durante la edad de dispersién, cuando los individuos juveniles
suelen estar expuestos a diversos patdgenos y lesiones, lo que puede causar graves
consecuencias para su salud.

Con respecto a los mecanismos implicados en la regulacién de la inflamacion, se
sabe que este proceso fisioldgico es particularmente susceptible a los efectos de estrés
prenatal, aunque no se puede establecer un patrén de respuesta definido (Veru et al.
2014). Por ejemplo, Vanbesien-Mailliot y colaboradores (2007) demostraron que el
estrés prenatal causado por la restriccion aumenta el estado pro-inflamatorio en ratas,
ya que la estimulacién in vitro con fitohemaglutinina (PHA) dié6 como resultado una
respuesta de mayor proliferacion de linfocitos T y secrecidon de IFNY (interferén gama),
un tipo de citoquina producida por los linfocitos T y NK. Por otro lado, los juveniles
estresados prenatalmente presentaron respuestas de citoquinas celulares
significativamente menores comparadas con controles no estresados (Coe et al. 2002).
En nuestro caso, se evalud la respuesta inmune mediada por células utilizando la
prueba cutanea de fitohemaglutinina (PHA). Los resultados mostraron que la respuesta
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inflamatoria 24 hs después de la inyeccién con PHA fue similar entre los juveniles de los
grupos C y EPP. Tomando en cuenta el resultado del desafio de los SRBCs, es evidente
gue los procesos inmunoldgicos de los juveniles no parecen haber sido afectados por la
exposicion maternal al estrés por predador. Se sabe que los resultados obtenidos en
animales bajo estrés maternal pueden depender de la naturaleza del factor estresante,
de la duracién del estrés, de la intensidad y persistencia del estresor, de la edad
(Tuchscherer et al. 2002, Vanbesien-Mailliot et al. 2007), asi como el sexo de los
animales (Bakker et al. 1998). Ademas, los efectos inmunes del estrés prenatal pueden
depender del tiempo del periodo gestacional en el que ocurre el estrés (Coe et al.
1999). Por lo tanto, se requieren mas estudios, teniendo en cuenta algunos de estos
factores mencionados previamente, para comprender plenamente las consecuencias de
las exposiciones prenatales a situaciones estresantes sobre el sistema inmune de esta
especie de roedor subterraneo.

Con respecto al estado fisioldgico en los juveniles de C. talarum y su variacion
durante la respuesta a estrés, los juveniles de esta especie fueron expuestos a un factor
de estrés puntual (inmovilizacion). Previo a la exposicion, encontramos que los valores
de glucosa en sangre, la relacion N/L y los niveles de cortisol plasmatico no difirieron
entre los juveniles C y EPP, indicando que el estrés prenatal no afectd los pardmetros
fisiolégicos asociados con el estrés en la descendencia. En primera instancia, estos
resultados pueden ser atribuidos a la accién de la enzima placentaria 118HSD2 (11-beta
hidroxiesteroide deshidrogenasa 2), la cual protege el feto en desarrollo de niveles
maternales altos de glucocorticoides (Drake et al. 2007). En tuco-tucos adultos
expuestos a factores de estrés como el olor de orina o de la piel y la inmovilizacion con
guante, las variaciones en los niveles de cortisol no son tan notorias, incluso cuando se
observaron evidentes cambios comportamentales (Brachetta et al. 2014, 2015, 2016,
Capitulos 1y 2). Sin embargo, luego de la manipulacion endégena de GCs, frente al olor
de la piel, -y en mayor medida- a la inmovilizacion con reja, los tuco-tucos respondieron
fisiologicamente mediante la secrecién de cortisol (Capitulo 3) y comportamentalmente
mediante la aparicion de estados de ansiedad, principalmente en los individuos
inmovilizados. Sin embargo, la misma no fue tan notoria cuando se incrementd el

cortisol plasmatico por via exégena (Capitulo 3).
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Los individuos juveniles respondieron a la inmovilizacién, tanto en los juveniles
control como los estresados prenatalmente. Los juveniles control presentaron un
incremento en la relacion N/L luego de la exposicién al factor de estrés puntual,
mientras que los juveniles estresados durante la gestacion mostraron un aumento
similar en la relacién N/L y un aumento leve en los niveles de glucosa en sangre.
Ninguno de los grupos sufrio variaciones detectables en sus valores de cortisol después
de la exposicion al estrés. Este resultado se opone a hallazgos previos que indican que
los roedores sometidos a estrés prenatal muestran una mayor respuesta del eje HPA al
estrés agudo durante las etapas juvenil y adulta (Brunton 2013). Aunque se sabe que la
influencia del estrés maternal sobre el eje HPA de la descendencia puede ser altamente
dependiente de la etapa de gestacién en la cual ocurrié el contacto con los factores de
estrés (Kapoor y Matthews 2005), los experimentos previamente realizados (Capitulos
1, 2 y 3) en tuco-tucos adultos mostraron que los parametros fisioldgicos no variaron en
forma significativa después de la exposicidon a orina o a olores de la piel del predador
presentados con diferentes intensidades o frecuencias (Brachetta et al. 2015, 2016).
Por lo tanto, es mds probable que esta respuesta baja del HPA en juveniles sea el
resultado de una asociacion débil entre las respuestas fisioldgicas y comportamentales
al estrés (exposiciones de sefiales de predadores) en esta especie de roedor
subterraneo, que a un efecto del momento en que se aplico el factor de estrés.

Aunqgue varios estudios han proporcionado pruebas que dan cuenta que los
factores de estrés que actlan durante la prefiez pueden desencadenar efectos a largo
plazo en la descendencia, relativamente pocos de ellos han analizado si la exposicion al
estrés durante el periodo gestacional también puede alterar la capacidad de las crias
para responder a la exposicion postnatal a factores de estrés relevantes ecoldgicamente
0 a situaciones estresantes como el riesgo de predacion. En este trabajo, los tuco-tucos
del grupo EPP y C se expusieron a sefiales de un predador (olor de la piel e
inmovilizacion) a los 120 dias de edad y su respuesta comportamental se evalué en el
laberinto en cruz elevado, compardndose estos resultados con los obtenidos en el
mismo grupo a los 72 dias de edad. El analisis de los parametros comportamentales
mostréd que la exposicion al estrés predatorio produjo una disminucion similar vy
significativa en el tiempo de permanencia y en el nimero de entradas a los brazos
transparentes del laberinto elevado en los grupos control (no estresados) y estresados
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prenatalmente, indicando claramente que las respuestas de estrés de la descendencia
no fueron influenciadas por el estrés prenatal. En este punto, debe tenerse en cuenta
gue aunque la respuesta general al estrés por predacion fue similar en ambos grupos,
los individuos estresados prenatalmente mostraron mayores niveles de ansiedad que
los controles, caracterizados por una evitacion activa del espacio abierto (menor
numero de entradas y tiempo en los brazos transparentes). Asi, los individuos expuestos
prenatalmente a sefiales de un predador muestran adaptaciones comportamentales
que contribuyen a evitar a los predadores en la vida adulta. Por lo tanto, la exposicidn
maternal al riesgo de predacién puede resultar en una mejora de la supervivencia de los
descendientes cuando en su adultez encuentran un predador natural. Sin embargo, si el
ambiente postnatal cambia o el riesgo predatorio es menor, esta respuesta maternal
programada puede representar efectos negativos en la descendencia (Sheriff y Love
2013). En el caso particular de los tuco-tucos, las defensas comportamentales
antipredatorias observadas (ocultarse y disminuir la actividad) en los juveniles
estresados prenatalmente pueden ser maladaptativas bajo densidades de predadores
bajas, cuando disminuir la tasa de alimentacion por seguridad (a través de un menor
tiempo en superficie colectando la vegetacion) puede conducir a una reduccion general
de la condicién fisica. Este desajuste entre la respuesta comportamental de la
descendencia y su ambiente futuro esperado podria finalmente conducir a efectos
sobre los ciclos de la poblacién y las comunidades (Love et al. 2013). En este punto,
seria interesante una extensién de este estudio que considere la incorporacion del sexo
de las crias como factor de andlisis, ya que se ha encontrado que la predacién por
lechuzas afecta principamente a tuco-tucos machos subadultos. Esto podria deberse a
una mayor exposicion de los machos subadultos en la superficie durante la temporada
reproductiva, cuando buscan sitios donde establecer sus propias cuevas (Kittlein et al.
2001).

En conclusidn, este es el primer estudio que investigd las consecuencias del
estrés prenatal causado por un estresor ecoldgico (sefiales de predadores) sobre el
comportamiento, la fisiologia y el sistema inmunoldgico de la descendencia en una
especie de roedor silvestre. El presente trabajo muestra claramente la influencia del
estrés prenatal en el desarrollo de respuestas comportamentales en la descendencia.

Por lo tanto, es interesante que los resultados negativos derivados del estrés prenatal



(por ejemplo, incrementos en la ansiedad) en animales silvestres pueden ser
adaptativos y aumenten la supervivencia de los descendientes dependiendo del
contexto ecoldgico (Sheriff y Love 2013). Por otro lado, no se observd un efecto de la
exposicion al estrés prenatal sobre la respuesta inmune y fisiolégica de la descendencia.
Las consecuencias del estrés maternal pueden depender de varios factores, como la
especie animal, la naturaleza del factor estresante, la duracion del estrés, asi como la
intensidad y la persistencia del factor de estrés (Vanbesien-Mailliot et al. 2007). Sin
embargo, la evidencia en organismos silvestres es muy limitada, por lo que nuevos
estudios en C. talarum y otros, contribuiran en mejorar nuestro conocimiento sobre los
efectos del estrés prenatal por predacion en el desarrollo de las crias y por lo tanto en

sus efectos transgeneracionales.




CAPITULO 5

Comportamiento de alimentacion bajo riesgo
predatorio: influencia del estado nutricional y la
experiencia reciente frente a las pistas de un

predador.
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CAPITULO 5: COMPORTAMIENTO DE ALIMENTACION BAJO RIESGO
PREDATORIO: INFLUENCIA DEL ESTADO NUTRICIONALY LA
EXPERIENCIA RECIENTE FRENTE A PISTAS DE UN PREDADOR.

INTRODUCCION

Muchas especies animales utilizan el olfato para buscar alimento, mediar
interacciones intra e interespecificas, y para detectar y evitar predadores (Bytheway et
al. 2005). Sefiales especificas o pistas producidas por diversos organismos generan
medio ambientes ricos en informacién que los animales pueden utilizar. Entre las pistas
mas frecuentes se encuentran los productos metabdlicos y marcas producidas por los
predadores, que pueden ser luego explotados tanto por conspecificos como por sus
presas (Apfelbach et al. 2005).

Frente a la presencia de pistas indicativas de la presencia de predadores, las
presas han desarrollado una serie de comportamientos antipredatorios que involucran
compromisos (o trade-offs) entre costos y beneficios (Kavaliers y Choleris, 2001). Entre
estos, la relaciéon entre el comportamiento de forrajeo vy el riesgo de predacion ha sido
una de las mas estudiadas. En presencia de predadores en el ambiente, surge el
compromiso entre alimentacién y seguridad, por lo que las presas restringen el tiempo
de busqueda de alimento, lo limitan a sitios protegidos, o incrementan la vigilancia,
impactando asi en el éxito de forrajeo y, en consecuencia, en el rendimiento
reproductivo y la supervivencia a largo plazo (Lima y Bednekoff 1999, Lima 1998, Brown
y Kotler 2004). Asi, las decisiones de forrajeo de las presas involucran el balance entre
cumplimentar sus requerimientos bioldgicos y fisicos minimizando el riesgo de
predacion, resultando en una compleja interaccion entre el paisaje del miedo (Brown et
al. 1999) y la variacion en los recursos disponibles (Searle et al. 2008). Como extension
de la “ecologia del miedo”, que refiere a los efectos de la predacién no relacionados al
consumo de las presas (Brown et al. 1999), el “paisaje del miedo”, comprende una
medida a corto plazo de la forma en que los animales perciben su entorno basado en el

analisis de costos y beneficios del compromiso entre la obtencién de alimento y la
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seguridad asociados con la busqueda de alimento en areas especificas del habitat
(Brown et al. 1999). Tanto variables bioldgicas, evolutivas como geograficas se
reconocen afectando esta percepcién (Bleicher 2017).

La sensibilidad o respuesta al riesgo predatorio se espera que no sea
homogénea en la poblacion presa dadas las variaciones en la condicion individual vy
perspectiva de fitness futuro (Brown y Kotler 2004, 2007). Los organismos que se
encuentran en buena condicion fisica resultan mds sensibles al riesgo, por lo que
restringen su forrajeo a sitios seguros y protegidos, mientras que aquellos que
presentan compromisos energéticos se manifiestan proclives a tomar riesgos (Kotler
1997, Lima 1998, Suselbeek et al. 2014). Esos compromisos energéticos pueden resultar
de estados fisioldgicos deficientes (alimento insuficiente, sequias, enfermedades),
demandantes (parasitismo), condiciones demograficas (competencia intraespecifica) o
percepcién de recursos limitantes (Bleicher 2017). Por otro lado, un factor clave que
podria influenciar la respuesta antipredatoria es la experiencia reciente de un ataque
predatorio. Por ejemplo, presas que sobreviven a un ataque es probable que alteren la
respuesta de escape durante futuros encuentros con predadores o pistas de la
presencia de los mismos (Bateman y Fleming 2014). Sin embargo, pocos trabajos han
considerado como los organismos presa modifican sus decisiones de acuerdo a una
persecucion predatoria previa o frecuente, focalizdndose la mayoria de los mismos
sobre el efecto de un solo evento predatorio sobre la respuesta comportamental en
general o sobre las decisiones de forrajeo en particular (Bateman y Fleming 2014, Lagos
et al. 2014).

Varios estudios han utilizado a pequefios mamiferos como presas para investigar
las respuestas comportamentales y de forrajeo a sefiales de predador. Combinaciones
de comportamiento de evasion, ausencia de movimiento y huida a refugios fueron
observados en varias especies de roedores expuestos al olor de un predador —
comadreja- (Sundell y Ylonen 2004). Asi mismo, el olor de orina altera el
comportamiento de forrajeo en liebres Lepus americanus (Sullivan et al. 1985, Sullivan 'y
Crump 1986) mientras que el pelaje de un gato induce una reduccion en el
comportamiento de forrajeo y la actividad de ratones Peromyscus gossypinus (Capers
2010). Por otro lado, la presencia de heces de un predador disminuye la ingesta en
machos del topillo rojo Clethrionomys glareolus (Tidhar et al. 2007) e incrementa el
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evitamiento y la vigilancia durante la alimentacidon en conejos Oryctolagus cuniculus
(Monclus et al. 2005).

Bajo este marco tedrico, Ctenomys talarum resulta un excelente modelo para
poner a prueba la existencia de compromisos o “trade-offs” entre el forrajeo y el riesgo
de predacidn. Esta especie no solo reconoce sefiales olfatorias de predadores y genera
respuestas antipredatorias (Capitulos 1y 2), sino que también se vale de informacién
guimica presente en el suelo -que consiste en exhudados producidos por la vegetacién-
para orientar su forrajeo (Schleich y Zenuto 2007). Asi mismo, la mayoria de los eventos
predatorios que experimenta esta especie suceden durante excursiones en superficie
en busqueda de alimento, por lo que es altamente esperable una asociacién entre el
comportamiento de forrajeo y la presencia de sefiales indicativas de predadores en los
sitios de alimentacion.

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo es evaluar la respuesta comportamental
asociada a actividades de alimentacién frente a olores derivados de predadores
utilizados como indicadores de riesgo potencial de predaciéon en el roedor subterraneo
C. talarum. Particularmente, se evaluara el comportamiento de alimentacién frente a
riesgo predatorio (pistas de la presencia de un predador; orina de gato doméstico),
considerando la 1) condicién nutricional y 2) experiencia reciente de un evento
predatorio fallido.

Se predice que los tuco-tucos evaluaran el riesgo predatorio y modificaran su
comportamiento de forrajeo de acuerdo a la presencia de sefiales de predador, su
condicion fisica y experiencia previa de encuentros con predadores. Asi, la exposicion a
pistas de predadores causara en individuos de C. talarum una disminucién en el tiempo
alimentandose en cercanias a la fuente de olor de un predador, siendo este efecto mas
acentuado en individuos que han sufrido previamente una experiencia directa reciente
de riesgo predatorio. Por ultimo, los individuos que experimenten una disminucién en
su condicidn fisica causada por restriccidon nutricional mostraran una menor evitacién

del sitio provisto de sefiales de un predador.




MATERIALES Y METODOS

Captura y mantenimiento de los animales en cautiverio

Se capturaron tuco-tucos adultos de ambos sexos (n = 74) entre marzo y
septiembre del afio 2017. La captura de los animales se realizd en la localidad de Villa
Gesell (37°15'19" S, 56°58'04" O, Provincia de Buenos Aires, Argentina). En el bioterio,
los animales fueron mantenidos y alimentados en las condiciones mencionadas en el
primer capitulo. Luego de finalizar los ensayos todos los animales fueron alimentados
ad libitum hasta recuperar su peso inicial y finalmente fueron devueltos a su ambiente

natural en buenas condiciones de salud.

Sefiales de predador vs sefial de herbivoro

Se utilizé olor de orina de un gato macho adulto como pista del predador
(metodologia de obtencién de las muestras explicada en Capitulo 1). Como control, se
utilizod la orina de un organismo no predador (cobayo, Cavia porcellus), herbivoro que
no representa un desafio por competencia para C. talarum y que fue alimentado con
pastos naturales, verduras y semillas, evitando alimentos balanceados que pudieran
generar productos metabdlicos de la digestién de proteina de origen animal. Todas las
muestras (virutas impregnadas con orina) fueron recolectadas 24 hs. antes de su
utilizacién en los experimentos, guardadas en bolsas plasticas selladas, y conservadas a -

20°C (por un tiempo maximo de 24 hs).

Condicion nutricional
Los animales fueron mantenidos en dos condiciones nutricionales diferentes:

- “Ayuno 24hs”: los individuos se alimentaron ad libitum durante la semana de
aclimatacion al cautiverio y luego se implementd un ayuno de 24 hs previo al ensayo
comportamental con el fin de motivar la busqueda de comida y su posterior ingesta
durante el experimento.

- “Restriccion”: 48hs previo al inicio de los experimentos, los individuos fueron
alimentados por Unica vez controlando la cantidad de alimento (7 a 10 g de batatay 2/3

hojas de lechuga) que, asegurando su hidratacion, resultd en una disminucion del peso
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gue correspondia al 80% de su valor inicial (este procedimiento fue utilizado

anteriormente en el laboratorio, ver Mastrangelo et al. 2009, Brachetta et al. 2014).

Experiencia previa de evento predatorio

En este tratamiento, pusimos en juego la experiencia previa inmediata a sefiales
directas de un predador. Para ello, una hora antes del ensayo comportamental los
animales se expusieron a las pistas directas de la presencia de un predador natural
(gato macho adulto). Asi, los individuos fueron expuestos a inmovilizacion + olor de la
piel/pelaje por 2 minutos (las muestras se obtuvieron como se explica en el Capitulo 1),
alternando la presién sobre el individuo utilizando una tela impregnada con el olor del
pelaje de un gato, con la liberacion momentanea del mismo dentro de una caja limpia,
similar a la utilizada para albergar a los animales en el bioterio (“Exp. +”). Los individuos
control (“Exp. -“) para este tratamiento fueron mantenidos sin inmovilizacién ni

exposicion al olor en la caja limpia por el mismo periodo de tiempo.

LaberintoenY

El dispositivo experimental consistié en una caja de acrilico transparente (45 cm
x 30 cm x 30 cm) y un laberinto de acrilico en forma de Y, con un tubo de entrada (10
cm de didmetro y 12 cm de longitud) conectado a dos brazos opuestos (10 cm de
didmetro y 50 cm de longitud, Fig. 1). Previo al inicio de las pruebas, cada individuo se
colocd individualmente en la caja correspondiente, durante un periodo de 30 min, para
habituarse a ella antes de que comenzara el ensayo. Durante la prueba, esta caja se
conecté al laberinto en Y. En el extremo de cada brazo del laberinto se coloco
aleatoriamente una muestra de orina del predador o del herbivoro y una cantidad
estandarizada de alimento, el pasto dibujante Panicum racemosum, la especie vegetal

de mayor abundancia en su ambiente natural y en la dieta de los tuco-tucos.

111



Alimento + pista Alimento + pista
del Predador del Herbivoro
(Brazo P) (Brazo H)

Fig. 1. Disefio del laberinto en Y utilizado para evaluar la
respuesta comoportamental asociada a actividades de

alimentacion en tuco-tucos.

Procedimiento experimental

Con el fin de evaluar el efecto de la exposicion a pistas de la presencia de un
predador, condicién nutricional y experiencia previa sobre el comportamiento de
forrajeo y uso del espacio de los tuco-tucos, se utilizo el test del laberinto en Y descripto
previamente. La fuente de alimento, que se colocé en el extremo de cada brazo,
consistié en 3 grs del pasto Panicum racemosum colocados sobre 10 grs. de viruta
conteniendo pistas indicativas de la presencia del predador o del herbivoro (orina).

Los animales fueron asignados aleatoriamente a los distintos tratamientos:
-Sin experiencia previa de contacto con el predador (“Exp. -”): individuos con 24 hs de
ayuno (G1) o con restriccién nutricional: 80% de peso (G3, Fig.2).
-Con experiencia previa de contacto con el predador (“Exp. +”): inmovilizacién con olor
de piel/pelaje en individuos con 24 hs de ayuno (G2) o con restriccion nutricional: 80%

de peso (G4, Fig. 2).
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Experiencia previa
Restriccidn Ayuno por contacto con
alimentaria (80%) (24 hs) sefiales de
(48 hs) predador
(2 min)
G1 X
G2 X X
G3 X
G4 X X

Fig. 2: Esquema de exposicion a los tratamientos y evaluacion del desempefio

en laberintoen Y.

El ensayo comportamental comenzé luego de conectar la caja (refugio) al
laberinto en Y, registrandose la actividad de cada individuo mediante una camara de
video por un periodo de 10 minutos. Luego, se determinaron los siguientes pardmetros
a partir de las filmaciones: latencia en salir de la caja (refugio), nUmero de entradas vy
tiempo alimentandose en los brazos del laberinto con olor del herbivoro (H) o del
predador (P) y preferencia de alimentacion (brazo del laberinto donde los individuos se
alimentaron por mas del 75 % del tiempo total dedicado a esta tarea). Al finalizar, el

dispositivo fue lavado y limpiado con etanol para realizar la siguiente prueba.

Andlisis de datos

Para analizar los pardmetros comportamentales de los individuos (latencia,
numero de entradas y tiempo alimentandose en cada brazo del laberinto en Y), se
utilizé un test de ANOVA de dos vias, con condicidn nutricional y exposicion previa al
predador como factores. En los casos particulares del nimero de entradas y del tiempo
alimentandose en cada brazo se calcularon indices de herbivoro sobre predador (H/P).
Los parametros fueron transformados previo al analisis para cumplimentar con los
supuestos paramétricos (latencia: log10; nimero de entradas y tiempo alimentandose:
In). Para evaluar las preferencias de alimentacion de los tuco-tucos, se realizaron

pruebas de Chi-cuadrado para cada grupo.
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RESULTADOS

Latencia: los resultados del andlisis mostraron un efecto de la experiencia previa
por contacto con sefiales de un predador sobre la latencia a entrar al laberinto, siendo
esta mayor en los grupos expuestos (ANOVA de dos vias, F = 5.9, gl = 1, p = 0.01, Fig.
3A). No se observo efecto de la condicidn nutricional sobre este parametro (ANOVA de
dos vias, F = 0.34, gl = 1, p = 0.55). Anadlisis a posteriori revelaron diferencias
significativas del G4 respecto del G1 (Fisher test, p = 0.036) y el G3 (Fisher test, p =
0.038).

NUmero de entradas en brazos: no se observaron efectos de la condicion
nutricional o de la exposicion previa a sefiales de predador sobre este parametro
(ANOVA de dos vias, F=1.46,gl=1, p=0.23; F=0.21, gl = 1, p = 0.64 respectivamente,
Fig. 3B).
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Fig 3. Media (+ DE) de la latencia (seg) en salir del refugio (A) y relacién del numero de

Entradas a los brazos H/P
[y

entradas a los brazos H/P (B) de los grupos G1 (24 hs ayuno, sin inmovilizacidn), G2 (24 hs
ayuno, con inmovilizacion), G3 (80 % peso, sin inmovilizacion) y G4 (80 % peso, con

inmovilizacion) en el laberinto en Y.

Preferencias de alimentacion: En todos los grupos se pudo observar que la
mayoria de los tuco-tucos mostraron una preferencia significativa por alimentarse en
brazos donde estaba presente el olor del herbivoro por sobre los brazos con olor del

predador (Tabla 1).
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Tabla 1: preferencia de la zona de alimentacion (nimero de individuos que se alimentaron mds del 75%
del tiempo en el brazo con olor a herbivoro/total de individuos) de los grupos G1, G2, G3 y G4 de

Ctenomys talarum.

‘  Eleccion de alimento P (prueba de Chi cuadrado)
G1 14/19 0.038
G2 17/19 <0.001
G3 13/18 0.059
G4 13/18 0.059

Tiempo alimentandose: no se observaron efectos de la condicién nutricional o
de la exposicion previa a sefiales de predador sobre el tiempo total alimentandose
(ANOVA de dos vias, F=1.41,gl=1, p=0.23; F=0.44, gl = 1, P = 0.50 respectivamente,
Fig. 4A). Asi mismo, no se observaron efectos significativos de estos factores sobre el
indice de tiempo alimentandose (Herbivoro/Predador, ANOVA de dos vias, F =0.56, gl =
1,p=0.45;F=0.21, gl =1, p = 0.26 respectivamente, Fig. 4B).
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Fig 4. Media (+ DE) del tiempo comiendo en los brazos Hy P (seg) (A) y relacion del

tiempo comiendo en los brazos H/P (B) de los grupos G1 (24 hs ayuno, sin

inmovilizacion), G2 (24 hs ayuno, con inmovilizacién), G3 (80 % peso, sin

inmovilizacion) y G4 (80 % peso, con inmovilizacion) en el laberinto en Y.

DISCUSION

Muchas especies presa usan los olores de los predadores como pistas para
evaluar el riesgo de predaciéon y adoptan comportamientos de evitacidon que les
permiten reducir las posibilidades de encuentro con los predadores (Kats y Dill 1998,
Apfelbach et al. 2005). En muchos casos, los efectos no letales de los predadores
pueden afectar la distribucion espacial y temporal de las presas, ya que el riesgo de

predacion es un factor clave en la determinacién del sitio y el momento en el cual la
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presa elige alimentarse. En consecuencia, es esperable que el esfuerzo de forrajeo y los
comportamientos antipredatorios de las presas se ajusten de acuerdo a la percepcion
del riesgo predatorio (Cremona et al. 2014, Verplancke et al. 2010).

Consistente con la primera prediccién, los resultados del presente experimento
mostraron que los tuco-tucos, independientemente del grupo experimental
proveniente, prefirieron alimentarse en los sitios que no presentaban sefiales de la
presencia de un predador. Es conocido que cuando se percibe un riesgo aumentado de
predacion, una gran variedad de respuestas puede aparecer en las presas, incluyendo
niveles reducidos de forrajeo y evitacion de los sitios de mayor riesgo (Herman y Valone
2000). En el caso particular de C. talarum, la presencia de pistas de un predador generd
el desplazamiento de los individuos hacia el sitio con menor riesgo de predacion, en
forma coincidente con diversos trabajos en roedores donde se verificaron variaciones
en los patrones de forrajeo asociadas al riesgo predatorio. Por ejemplo, Epple vy
colaboradores (1993) encontraron que los castores de montaia (Aplodontia rufa)
disminuyeron la tasa de alimentacién en los sitios donde estaba presente la orina de
diversos predadores naturales en un test de dos opciones. Ademas, en un trabajo de
campo Severud y colaboradores (2011) encontraron que Castor canadensis disminuyd
el uso del espacio y permanecid menos tiempo en areas de forrajeo donde estaba
presente el olor de orina de lobo (Canis lupus). Por otro lado, en un estudio en
condiciones seminaturales, Verplancke y colaboradores (2010) observaron que los
olores de los predadores inducian una disminucién en la actividad y en la alimentacion
de Myodes glareolus, siendo estos efectos mayores con los olores de los predadores
terrestres que los aéreos.

Lima y Bednekoff (1999) sugirieron que las respuestas antipredatorias de las
presas son probablemente afectadas por su experiencia previa con eventos predatorios,
un factor usualmente olvidado en la evaluacion del comportamiento de forrajeo de las
presas. En el caso de C. talarum, se evalud si el comportamiento de forrajeo se vio
afectado luego de la simulacién de un evento predatorio fallido. Resulta interesante
destacar que, aungque no afectd el tiempo neto alimentandose ni la exploracién de
ambos sitios de alimentacion, la experiencia reciente de un contacto con pistas directas
de predador produjo un aumento notorio en la latencia a ingresar al laberinto. Varios

ejemplos han demostrado la disminucion en actividad de las presas luego de un



contacto directo o indirecto con predadores (Lima y Dill, 1990; Apfelbach et al. 2005,
ver Capitulo 1 y 2). En muchos casos, estos menores niveles de actividad se hayan
directamente relacionados con el uso de refugios y el aumento del comportamiento de
vigilancia (Lima 1998). En su habitat natural, los tuco-tucos forrajean en las
proximidades de las bocas de las cuevas, por lo que es probable que luego de un evento
predatorio fallido, los individuos regresen rapidamente a sus cuevas y se mantengan
guietos y vigilantes previo a una nueva excursion en superficie en busqueda de
alimento. Aunque la aparicién de estos comportamientos antipredatorios puede estar
asociada con una disminuciéon en la eficiencia de forrajeo debido a episodios de
alimentacion menos frecuentes y duraderos (Siepielski et al. 2016), el tiempo total
alimentandose no varid entre individuos previamente expuestos o no a pistas directas
de un predador. Es factible que luego de un periodo de vigilancia y baja movilidad, los
tuco-tucos salgan nuevamente a buscar alimento, y al no presentarse sefiales directas
del predador, solo modifiquen sus sitios de forrajeo hacia sitios seguros (sin olor de
predador) sin variar el tiempo neto dedicado a esta actividad, balanceando de esta
manera los requerimientos energéticos con los riesgos de predacion.

Estas tacticas antipredatorias durante el forrajeo, que suelen ser costosas en
términos de reduccion en el crecimiento, reproduccion y hasta supervivencia, debido a
una alimentacion deficiente (Lima 1998), pueden estar también influenciadas por la
condicion nutricional de los individuos presa. Es esperable que los animales que
presentan presupuestos energéticos positivos tiendan a ser reacios al riesgo, mientras
gue aquellos con presupuestos energéticos negativos suelan ser mas propensos al
riesgo (Bateson 2002). Sin embargo, la evidencia cientifica apoyando esta teoria no
suele ser abundante, debido principalmente a la gran cantidad de parametros
ecolodgicos utilizados por los individuos al momento de tomar decisiones (Kacelnik y
Bateson, 1996). Como ejemplos positivos, Reboreda y Kacelnik (1991) reportaron en
estorninos que los individuos que eran menos eficientes en la obtencién de alimento, y
por lo tanto recibian menor contenido energético, solian ser mas propensos al riesgo
gue aquellos que se alimentaban mejor. Bajo condiciones naturales, los roedores
Peromyscus leucopus provenientes de ambientes de alta calidad son menos propensos
al riesgo (altos GUDs; giving up densities o densidad remanente de alimento que dejan
en el ambiente) que aquellos provenientes de ambientes de baja calidad (Morris y
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Davidson 2000). En el presente estudio, los individuos en peor condicion nutricional no
modificaron ni el tiempo neto alimentandose ni el uso diferencial de los brazos con o sin
sefial de predador, aunque aquellos con restriccién alimentaria fueron los que
mostraron una tendencia —si bien no significativa- en utilizar en mayor medida el
alimento asociado al brazo con olor de un predador. En forma similar, Krause y
Liesenjohann (2012) no encontraron efectos del estrés nutricional en los
comportamientos asociados a la toma de riesgo en peces millén, Poecilia reticulata,
aunque sugirieron que esto podria deberse a que los individuos no se encontraron en
una situacion nutricional extrema, por lo que el compromiso energético no seria tan
fuerte como para afectar la toma de decisiones asociadas al riesgo predatorio. Con
respecto a la restriccion nutricional utilizada en el presente experimento, una
disminucion del peso por debajo del 80% del peso corporal o la mantencion de ese peso
por un largo periodo suele resultar en la muerte de los individuos, por lo que se puede
considerar a la condicién nutricional utilizada como de cardcter severa para C. talarum.
Otra posible explicacion para la ausencia de efecto podria deberse al pardmetro (tiempo
alimentandose) utilizado para evaluar la respuesta de forrajeo. Mientras que el tiempo
alimentandose fue similar entre individuos con vy sin restriccion severa, podrian existir
diferencias en cuanto a la cantidad de alimento ingerida por unidad de tiempo (retorno
energético), no cuantificado en este trabajo. Ademas, si bien el estado nutricional de los
individuos puede estar vinculado a variaciones en el comportamiento de forrajeo, es
altamente probable que otras variables puedan estar afectando la toma de decisiones.
Por ejemplo, el estado inmune y/o la carga parasitaria son dos variables de la condicion
de los organismos que pueden alterar notoriamente el comportamiento de forrajeo y la
evaluacion del riesgo potencial de predacién (Schwanz et al. 2012). Por lo tanto, seria
necesario incluir un mayor espectro de variables, en conjunto con experimentos a
campo, con el fin de elucidar los componentes que determinan el comportamiento de
forrajeo en C. talarum. En estos futuros estudios, la perspectiva del paisaje del miedo
en relacion a los rasgos de personalidad de los individuos parece muy promisoria.
Focalizar sobre la variacion individual en la respuesta frente a diferentes desafios se
encuentra en un periodo de creciente interés en el area de la ecologia del
comportamiento (Bleicher 2017), particularmente considerando el efecto del riesgo
predatorio en relacion a la expresion de tipos de personalidades (loannou et al. 2008).
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En conclusion, una gran variedad de experimentos y modelos matematicos han
sido desarrollados para predecir como el comportamiento de forrajeo es influenciado
por la predacién (Lima 1998). La mayoria de estos asumen que la presa prefiere
minimizar la exposicion a los predadores entre elecciones de sitios de forrajeo que
presenten similares disponibilidades de alimento. Asi mismo, cuando la disponibilidad
de alimento o la condicién de los individuos varia, los animales ajustan sus decisiones
para lograr una optimizacion del éxito de forrajeo. En concomitancia con estas
predicciones, los resultados de este capitulo demuestran que los tuco-tucos pueden
distinguir pistas indicativas de la presencia de un predador y discernir el riesgo asociado
a ésta en relacion a la de un herbivoro no competidor que no representa riesgo o
amenaza para esta especie. Esta percepcion del riego predatorio se encontrd asociada a
la preferencia por alimentarse en areas donde no estan presentes las pistas del
predador (sitios seguros). Por ultimo, las experiencias predatorias recientes influyeron
en la toma de decisiones de forrajeo, aumentando el tiempo sin actividad y en vigilancia
previo a una nueva excursién de alimentacion. Aunque estos resultados demuestran la
importancia de la percepcion del riesgo predatorio en el comportamiento de forrajeo
de C. talarum, es claramente necesario la inclusién de una mayor cantidad de factores
para comprender completamente las decisiones de forrajeo de esta especie. Los
animales viven en medio ambientes complejos y cambiantes, con diferentes predadores
gue utilizan diversas tdacticas de caza, por lo que solamente la incorporacion de esta
gran variabilidad en nuestros analisis nos permitira obtener una vision mas global de las

tacticas antipredatorias de esta especie de roedor subterraneo.
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DISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

La predacién se considera un proceso central en la Ecologia, siendo inicialmente
su foco de andlisis la evaluacién de los efectos directos asociados al consumo de la
presa (Krebs et al. 2001). Mas tarde - un siglo atrds-, bajo la perspectiva de la biologia
del estrés, se reconoce que el riesgo de predacion puede inducir cambios en la fisiologia
de la presa (Canon 1915), lo que mas tarde se conoce como paradigma de “pelea o
vuela” (fight or flight, Wingfield et al. 1998). Sin embargo, el reconocimiento de la
importancia de los efectos no letales sobre las presas por parte de ecélogos y bidlogos
de la conservacién fue lento y tardio, puesto que consideraban que estos eran
mayormente transitorios y sin impacto potencial en la demografia (Sheriff y Thaler
2014). Recientemente, se ha reportado que el riesgo predatorio induce cambios en la
presa en relacion a su comportamiento, morfologia, fisiologia, inclusive alterando su
desarrollo tal que esos cambios persisten en la adultez (e.g. Clinchy et al. 2013, Moll et
al. 2017). Esta acumulacién de evidencias ha permitido valorar al riesgo predatorio
como un importante factor afectando une serie de variables fuertemente asociadas a la
supervivencia y la reproduccion, que comprenden en conjunto la "ecologia del miedo"
(Clinchy et al. 2013). Mas aun se estima que los efectos no letales pueden representar
magnitudes similares o inclusive mayores a los letales (Preisser et al. 2005),
influenciando la demografia de las presas, la estructura de las comunidades y los
procesos ecosistémicos (Sheriff y Thaler 2014).

Dado el impacto negativo del predador sobre ambos componentes del fitness de
las presas (supervivencia y reproduccién), estas presentan mecanismos tendientes a
evitar y defenderse de los predadores. En este contexto, resulta crucial una afinada
evaluacién del riesgo predatorio y de las ventajas de la defensa dados los costos y
compromisos involucrados (Dielenberg y McGregor 2001, Kavaliers y Choleris 2001). La
interaccién entre los comportamientos antipredatorios y defensivos de un animal y el
riesgo predatorio ha sido abordada desde enfoques diferentes. Desde una vision
etoldgica el foco se centra en cédmo los animales presa reconocen y responden a las
sefiales predatorias (Apfelbach et al. 2005, Hegab et al. 2014). Mientras que la ecologia

del comportamiento se focaliza en las consecuencias ecolégicas y evolutivas de las
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respuestas a estas sefiales (Willson y Hopkins 2011). Para los ecdlogos cognitivos el
interés principal corresponde al procesamiento de la informacién y los mecanismos de
toma de decisiones asociados a las respuestas comportamentales aprendidas e innatas
a los predadores (McGregor et al. 2002). Los neurocientificos abordan el impacto de
estos factores estresantes sobre la actividad cerebral y la plasticidad, asi como el
funcionamiento del sistema endocrino (Perrot-Sinal et al. 1999, Tsigos y Chrousos 2002,
Clinchy et al. 2013). Asi este modelo también se ha utilizado para examinar el impacto
del estrés agudo y crénico en el funcionamiento neuronal (Mackenzie et al. 2010).

Desde una perspectiva biomédica es posible considerar que la activacién
sostenida del eje de estrés puede desencadenar efectos negativos y hasta patolégicos
(Romero et al. 2009). Si bien esto aplicaria en el caso de estudios en animales de
laboratorio, en la naturaleza el estrés crdonico no parece funcionar de la misma manera.
Mas alld de los estresores de tipo reactivos, los cuales involucran desafios fisioldgicos
gue afectan directamente la homeostasis (e.g. disminucién en la disponibilidad de
alimento, sequia), los de tipo anticipatorio involucran sefiales ambientales percibidas
por el organismo como una amenaza a la supervivencia, generando una disrupcion
homeostatica y requieren de un procesamiento cognitivo (Boonstra 2013). Este tipo de
respuesta puede ocurrir en total ausencia de una amenaza fisioldgica real o inclusive
antes de una amenaza directa, como es el caso de un intento de predacion. El
organismo puede interpretar la importancia de los estimulos sensoriales ambientales
basandose en respuestas innatas como el miedo instintivo de la presa por su predador
y/o en la memoria de experiencias previas por ataques fallidos (Boonstra 2013). Cabe
destacar que, el procesamiento de estas sefiales involucra areas cerebrales implicadas
en la toma de decisiones, tales como el hipocampo, la corteza prefrontal, la amigdala, el
tabique y la linea media del tdlamo (Herman et al. 2003), que regulan de manera
inhibitoria (hipocampo vy la corteza prefrontal, Herman et al. 2005) o estimulante
(amigdala, Fanselow y Ponnusamy 2007) el eje HPA (Boontra et al. 2013).

En este contexto, y utilizando un enfoque de analisis que involucra el
reconocimiento, procesamiento, respuesta comportamental y fisiolégica desde una
vision ecoldgica, esta tesis brinda un aporte al estudio de las respuestas de animales
silvestres a situaciones estresantes cotidianas en su ambiente, como el riesgo de
predacion. Particularmente, el modelo Ctenomys talarun resulta de interés en el estudio
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de la fisiologia y el comportamiento de roedores silvestres. Este modelo de estrés por
predador se ha utilizado previamente y resulta muy eficiente en la resolucion de
preguntas tendientes a conocer mecanismos responsables de la generacién de
respuestas frente a esta situacion (Brachetta et al. 2014, Mastrangelo et al. 2009).
Ademas, aplicar un desafio natural de este tipo presenta la ventaja de no involucrar
estimulos que provean otros factores adicionales como el dolor, o la adicion de
componentes que representen desafios fisioldgicos como anestésicos o estimulacion
inmune. En este estudio, se expone a este roedor silvestre subterraneo a un factor de
estrés ecoldgicamente relevante, como las pistas indicativas de la presencia de un
predador y luego se evalla su repuesta comportamental y fisiolégica en adultos
(Capitulos 1, 2, 3 y 5), asi como los efectos en juveniles expuestos prenatalmente
(Capitulo 4).

Los resultados de esta tesis muestran que, en tuco-tucos, la exposicion a los
olores derivados de un predador natural (gato), utilizados como indicadores del riesgo
potencial de predacién, generan un estado de ansiedad e inducen cambios
comportamentales asociados con la disminucion de la actividad locomotora y la
generacion de comportamientos de evitacién (Capitulo 1). Ademas, mientras que los
olores de la piel provocaron cambios significativos en los parametros
comportamentales, la orina causd solamente cambios leves en su comportamiento
(Capitulo 2). Esto apoyaria la hipdtesis de que los olores de la piel resultan mas
ansiogénicos que la orina, debido a que indicarian mayor inminencia de la presencia de
un predador y por lo tanto un mayor riesgo (Staples 2010, Blanchard et al. 2003a).
Ademads, se encontrd que la presencia del olor se asocia a la aparicion de
comportamientos defensivos en C. talarum, aunque no se observd una relacion
dependiente de la intensidad entre el olor del predador y los niveles de ansiedad
generados (Capitulo 2). Por otro lado, los individuos mostraron una clara habituacién a
las pistas del predador cuando fueron expuestos repetidamente a ellas (Capitulo 2).
Estos resultados proporcionan evidencia valiosa respecto de que diferentes fuentes de
olor del predador, junto con la frecuencia de exposicion, son determinantes
importantes en la aparicion, fuerza y extincién de comportamientos defensivos en C.
talarum. Sin embargo, estos cambios no fueron acompafiados de variaciones notorias

en los pardametros fisioldgicos (cortisol, glucosa, hematocrito y relacién N/L) en los



animales (Capitulos 1 y 2). Como se desarrolld anteriormente (Capitulo 3), en los
vertebrados, la relacion entre la respuesta fisioldgica y comportamental es compleja,
encontrandose tanto evidencias que la apoyan (Cavigelli 1999, Cockren vy Silverin 2002,
Yin et al. 2017) como otras en las cuales esta relacion no es notoria (Pride 2005, Fonner
et al. 2015).

Para mejorar nuestra comprension sobre la relacion entre el riesgo predatorio,
el comportamiento y la respuesta fisioldgica de estrés, es crucial explorar con detalle la
fisiologia que subyace a la respuesta frente a este estresor, y como se vincula con los
mecanismos comportamentales. Para ello, la manipulacion enddgena y exégena de GCs
permiten comprender estos aspectos, profundizando a su vez el entendimiento de la
ecologia del estrés en animales silvestres (Sopinka et al. 2015, Crossin et al. 2016). En
referencia a este punto, frente al olor de la piel, -y en mayor medida- a la
inmovilizacién, los tuco-tucos responden fisioldgicamente mediante la secrecién de
cortisol (Capitulo 3). A su vez, esta respuesta fue acompafiada por una respuesta
comportamental asociada a la aparicién de estados de ansiedad, principalmente en los
individuos inmovilizados. Sin embargo, la misma no fue notoria cuando se incremento el
cortisol plasmatico por via exodgena. Asi mismo, estos comportamientos fueron
debilitados por la inhibicién de la sintesis enddgena de GCs (Capitulo 3). Al respecto, se
propone que un incremento en GCs no sea suficiente para desencadenar una respuesta
antipredatoria sino que la misma esté asociada a la percepcion sensorial del propio
factor de estrés (Sopinka et al. 2015). Asi, en la respuesta comportamental podrian
estar involucrados otros aspectos o componentes de la respuesta al estrés, incluyendo
la activacion del SMA (Sapolsky et al. 2000, Armario 2006, Boonstra 2013). Por otro
lado, luego de la induccion tanto enddgena como exdgena de los niveles de cortisol, no
se observaron diferencias en la proporcion N/L y en los niveles de glucosa en sangre
(Capitulo 3) de manera similar a lo observado previamente (Capitulos 1y 2).

Asi, los individuos que experimentan un evento predatorio fallido o encuentros
con sefales indicativas de la amenaza de predadores pueden manifestar efectos
significativos en su fisiologia y comportamiento a diferentes escalas temporales. Pero
mas aun, si esto ocurre en una hembra prefiada, puede inducir un cambio significativo
en el ambiente de desarrollo de la descendencia, lo que puede conducir a

modificaciones en el fenotipo de las crias que pueden persistir en las diferentes etapas



de la vida (Mashoodh et al. 2009, Love et al. 2013, Sheriff et al. 2017). En esta tesis se
observé que, en tuco-tucos juveniles, la exposicion al estrés prenatal por predador
desencadend estados de ansiedad y la aparicion de comportamientos antipredatorios
tal como fue verificado en los adultos cuando fueron expuestos directamente a esas
sefiales (Capitulo 4). Estos comportamientos fueron mas intensos en los juveniles
expuestos a sefiales de estrés por predacién (Capitulos 1, 2 y 3). Por otro lado, el estrés
prenatal no afectd la respuesta de estrés ni inmunoldgica a diversos desafios. En
concordancia con lo observado en otras especies, los individuos expuestos
prenatalmente a las sefiales predatorias muestran adaptaciones comportamentales que
pueden contribuir a evitar a los predadores en la vida adulta. En los Ultimos afios, estos
efectos generacionales han despertado un gran interés desde diversas disciplinas,
incluso el drea biomédica (Love et al. 2013).

Finalmente, en la naturaleza, los organismos se encuentran frecuentemente
frente al compromiso que implica la busqueda de recursos, como el alimento, y el
riesgo predatorio (Lima 1998). En este estudio, los tuco-tucos mostraron una clara
preferencia por alimentarse en areas donde estaban presentes las pistas de un
herbivoro y no en dreas asociadas a pistas de un predador. Este evitamiento fue aun
mayor luego de experimentar estrés por predacion y contrariamente a lo esperado, el
estado nutricional no afectdé su comportamiento (Capitulo 5). La deteccién de estas
pistas corresponde a comportamientos de evitacion que permiten minimizar el riesgo
predatorio, restringiendo la zona alimentacién a sitios menos peligrosos.

A partir del relevamiento de antecedentes realizado, es evidente la necesidad
de incrementar estudios que analicen los efectos del riesgo predatorio en un mayor
numero de especies silvestres para complementar asi la informacién disponible sobre
estudios comportamentales, fisioldgicos y biomédicos realizados en animales de
laboratorio durante las Ultimas décadas (Boonstra 2013, Clinchy et al. 2013). Si bien el
marco de la ecologia del miedo resulta valioso para la comprension de los diversos
efectos del estrés en la neurofisiologia de los animales, sdlo la extensién de estudios a
especies silvestres en condiciones naturales o seminaturales ofrecera un claro avance
en su validez ecoldgica. Los principales resultados obtenidos en el presente estudio
también revelaron que C. talarum no es la excepcion, mostrando algunas respuestas

comportamentales similares a las observadas en trabajos previos sobre estrés



predatorio, pero otras claramente diferentes, enfatizando la importancia de las
caracteristicas de la historia de vida asi como su historia evolutiva — considerando el
tiempo de la interaccion y la magnitud de las presiones de seleccion- de cada especie
en la conformacion de las diversas soluciones encontradas en la naturaleza. En este
caso de estudio, el modo de vida subterrdaneo en el que habitan los tuco-tucos se
considera como un amortiguador contra la predacion, dado que la cueva en si misma
representa una adaptacion que les permite evitar a los predadores (Nevo 1995, Reig et
al. 1990).

En esta tesis se ha aportado conocimiento sobre los efectos de las pistas de
predadores en el comportamiento y la fisiologia del roedor subterraneo C. talarum. Esto
permite plantear nuevos interrogantes para explorar en el futuro, como, por ejemplo:

- Complementar los estudios realizados en el laboratorio con otros a
campo, de manera de poner a prueba si la magnitud de la respuesta comportamental se
mantiene en los mismos niveles que los observados en el laboratorio y son
consecuencia de una baja reactividad asociada a la proteccién de los predadores que
obtiene esta especie obtiene a través de las cuevas. Por otro lado, el estrés cronico que
representa el cautiverio se conoce que impacta en los niveles de GCs basales, y por lo
tanto podria limitar tanto la respuesta fisiolégica como la comportamental asociada que
se evalud a lo largo de esta tesis.

- Explorar el rol de la wvariacién individual en las respuestas
comportamentales, asociadas a la personalidad, en la modulacién de las respuestas
comportamentales vy fisiolégicas de C. talarum frente a factores de estrés que ocurren
en la naturaleza, entre ellos la predacion.

- Investigar si las exposiciones prenatales a factores de estrés durante
diferentes etapas del periodo gestacional desencadenan una respuesta
comportamental diferencial en hembras y machos juveniles de C. talarum. Del mismo
modo, estudiar el posible efecto del estrés por predacion en madres amamantando
sobre el cuidado parental que ejercen durante el periodo de lactancia y sus
consecuencias en el desarrollo de las crias a corto y largo plazo.

- El andlisis de otras fuerzas modeladoras del comportamiento, la fisiologia
y la demografia de los organismos presa, tales como el parasitismo, y su interaccion con
el riesgo predatorio resultarian un complemento para este estudio de gran interés para
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comprender las respuestas a desafios simultdneos que los organismos silvestres
enfrentan en la naturaleza.

Finalmente, dependiendo del organismo objeto de estudio (modelo, silvestres) y
los factores de estrés puestos en juego (artificiales, naturales, de relevancia ecoldgica),
las implicancias de los estudios resultantes proveen informacion de alcance para el
ambito biomédico, biolégico (silvestre y cautiverio) y hasta la salud humana. Asi, resulta
interesante la combinacion de un enfoque etoldgico en la comprension de las causas y
funciones del comportamiento defensivo con analisis farmacoldgicos de los
mecanismos implicados en esta respuesta (Blanchard et al. 1990, Blanchard et al. 2001).
De aqui, surge el interés en considerar las relaciones entre el comportamiento
defensivo y las psicopatologias y utilizar estas respuestas para probar la eficacia de
farmacos contra trastornos emocionales en humanos, tales como la ansiedad y el
panico (Hegab et al. 2014). Por lo tanto, los investigadores biomédicos reconocen muy
ventajoso el modelo experimental de estrés por predacién para abordar el trastorno de
estrés postraumatico (PTSD), para lo cual se utilizan prevalentemente animales de
laboratorio (Adamec et al. 1998, Cohen et al. 2010, El-Hage y Belzung 2002, Zoldaz et al.
2016). En este sentido, Clinchy y colaboradores (2011) destacan la importancia de la
colaboracion entre neurocientificos y ecologos en el estudio de los efectos neuroldgicos
del miedo y el estrés inducidos por un predador en animales silvestres, dada la clara
ventaja de involucrar variabilidad individual en la respuesta a desafios naturales.
Llevado esto al ambito biomédico, el estudio de las diferencias individuales resulta de
gran interés en la dilucidacién de la vulnerabilidad y resiliencia que presentan las

personas frente a patologias relacionadas al estrés (Armario y Nadal 2013).
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