BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

El sistema olfatorio y vomeronasal
en larvas de anfibios anuros y su
participacion en la deteccién de

estimulos quimicos en el ambiente

Jungblut, Lucas David

2012

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Jungblut, Lucas David. (2012). El sistema olfatorio y vomeronasal en larvas de anfibios anuros
y su participacién en la deteccion de estimulos quimicos en el ambiente. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Jungblut, Lucas David. "El sistema olfatorio y vomeronasal en larvas de anfibios anuros y su
participacién en la deteccién de estimulos quimicos en el ambiente". Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2012.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

FACULTAD %
oE

& e
%@

=
Q'é

CIENCIAS EXACTAS
3 Y NATURALES

UNIVERSI DAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

DEPARTAMENTO DE BIODIVERSIDAD Y BIOLOGIA EXPERIMENTAL

El sistema olfatorio y vomeronasal en larvas de
anfibios anuros y su participacion en la deteccion de

estimulos quimicos en el ambiente

Tesis presentada para optar por el titulo de Doctor de la Universidad de
Buenos Aires en el area de Ciencias Biologicas

Autor: Lic. Lucas David Jungblut

Director de tesis: Dr. Dante A. Paz

Directora asistente: Dra. Andrea G. Pozzi

Consejera de estudios: Dra. Paula Vissio

Lugar de trabajo: Laboratorio de Biologia del Desarrollo — Dpto. de
Biodiversidad y Biologia Experimental - Instituto de Fisiologia, Biologia
Molecular y Neurociencias - Facultad de Ciencias Exactas y Naturales — UBA-
CONI CET.

Buenos Aires, 2012



El sistema olfatorio y vomeronasal en  larvas de anfibios anurosy su

participacion en la deteccidén de estimulos quimicos en el ambiente

Resumen

La mayoria de los tetrdpodos poseen dos érganos quimiosensoriales
nasales. el epitelio olfatorio (EO) y el érgano vomeronasal (OVN). Ambos
sistemas sensoriales, olfatorio (SO) y vomeronasal (SVN), presentan diferencias
morfolégicas, bioquimicas y moleculares lo que indica que participan en
procesos fisiolégicos diferentes. Usualmente se asocia al SVN con la deteccién
de feromonas, mientras que el SO participaria en la deteccion de “olores
comunes” no vinculados a la comunicacion intraespecifica. Sin embargo, varias
evidencias contradicen esta hipotesis y actualmente no esta claro cuéles serian
las funciones diferenciales de ambos sistemas sensoriales, o qué tipo de
estimulos son detectados en cada uno de ellos. Mas aun, inclusive el propio
origen de este sistema “dual” de quimiodeteccion, durante la evoluciéon de los
vertebrados, presenta algunas controversias. Generalmente se interpreta que el
SVN aparecio en tetrapodos como consecuencia de la adaptacion al ambiente
terrestre. Sin embargo, las evidencias moleculares y morfolégicas actuales
sugieren que tanto el SO como el SVN aparecieron tempranamente en la
filogenia de los vertebrados, probablemente en un ancestro comun acuatico de
los tetrapodos; aunque nada se sabe de la funcionalidad del SVN en este
ambiente.

En este contexto, los anfibios constituyen un grupo sumamente
interesante para el estudio de los sistemas quimiosensoriales en tetrapodos ya
que poseen una etapa larval acuatica. Las pocas especies estudiadas hasta la
actualidad sugieren que las larvas de anuros poseen tanto SO como SVN, pero
nunca se ha realizado un andlisis comparado abarcando un numero
considerable de especies. Por otra parte, los renacuajos presentan un repertorio
muy variado de comportamientos mediados por deteccion de claves quimicas,
como: deteccion de comida, predadores, sefiales de alarma liberadas por
coespecificos, etc. Curiosamente, nada se sabe de la participacion de los
distintos sistemas quimiosensoriales en la deteccion de estos estimulos.

En la presente tesis se analizaron larvas de catorce especies de anuros, en
las cuales se demuestra que, tanto el SO como el SVN, se desarrollan
tempranamente y estan presentes durante toda la etapa larval. Las
caracteristicas morfolégicas, histolégicas y bioquimicas observadas en varias de
estas especies, sugieren que un grado importante de maduracion, se alcanza en
ambos sistemas sensoriales durante la etapa larval. Las neuronas del EO y el
OVN expresan marcadores especificos descriptos en neuronas quimiosensoriales
de otros vertebrados. Ademas, sus axones proyectan a zonas especificas de
telencéfalo: el bulbo olfatorio principal y accesorio, respectivamente, donde
establecen conexiones sindpticas. Estas caracteristicas nos hacen suponer que
ambos sistemas sensoriales son funcionales en renacuajos.



Finalmente, se ha caracterizado, en larvas del sapo comun FRhAinella
arenarum, las respuestas comportamentales a dos tipos de estimulos diferentes
mediados por deteccion de claves quimicas. Por un lado, la deteccion de
estimulos que indican la presencia de una fuente de alimento, y por otro, la
deteccion de sefiales de alarma liberadas por otros renacuajos, un fenédmeno de
comunicacion social conocido en larvas de otras especies de anuros. Ambos
estimulos parecen estar mediados por el SO en R. arenarum, ya que las larvas
con OVN ablacionado responden igual que los controles, mientras que si se
ablaciona el EO las respuestas comportamentales a ambos estimulos
desaparecen. Ademas, los andlisis cuantitativos de activacion neuronal
mostraron que el nimero de neuronas sensoriales activadas aumenta en el EO
luego de la exposicion a ambos estimulos, mientras que en el OVN no varia
respecto a los controles.

Palabras clave: renacuajos, anfibios anuros, quimiodeteccion, sistema

olfatorio, sistema vomeronasal.



The olfactory and vomeronasal sy stem in anuran amphibian larvae

and their involvement in the enviro nmental chemical cues detection

Abstract

Most tetrapods have two nasal chemosensory organs: the olfactory
epithelium (OE) and the vomeronasal organ (VNO). Both sensory systems,
olfactory (OS) and vomeronasal (VNS), are morphologically, biochemically and
molecularly different, indicating that they are involved in different physiological
processes. The VNS is usually associated with pheromone detection, while the
OS would detect “common odours”, which may not be involved in intraspecific
communication. This hypothesis, however, has been contradicted by several
data, and it is not clear, at this time, which would the relative functions of the
OS and the VNS or what kinds of stimuli are detected by each sensory system.
Moreover, even the evolutionary origin of this “dual” chemosensory system
during vertebrates’ evolution is still controversial. It is generally believed that
the VNS arose in tetrapods as an adaptation to terrestrial environment.
However, the current molecular and morphological evidence, suggest that both
OS and VNS appeared early in vertebrate evolution, probably in a common
aquatic ancestor of tetrapods, but nothing is known about the functionality of
VNS in aquatic environment.

In this context, amphibians represent an extremely interesting group to
study chemosensory systems among tetrapods, as they have an aquatic larval
stage. The few species analysed to the present suggest that anuran larvae have
both an OS and a VNS, but a comparative analysis involving a considerable
number of species has never been carried out. By the other hand, tadpoles
show a diverse repertoire of chemodetection mediated behaviors, such as food
detection, predators’ recognition, alarm signals released by conspecifics, etc.
Curiously, nothing is known about the involvement of the different
chemosensory systems in detecting these stimuli.

In this thesis, the analysis of 14 different anuran larvae species
demonstrates that both, the OS and the SVN, are early developed in anurans,
and both sensory system are present throughout the entire larval stage. The
morphological, histological and biochemical characteristics founded in many of
these species, suggest that a significant level of maturity is reached in both
sensory systems during the larval stage of anurans. Chemosensory neurons of
the EO and the VNO express specific markers described in chemosensory
neurons of other vertebrates. Moreover, axons from olfactory and vomeronasal
chemosensory neurons project to specific areas in the telencephalon: the main
and accessory olfactory bulb, respectively, where they establish synaptic
connections. These features led us to speculate that both sensory systems are
functional in tadpoles.

Finally, the behavioural responses to two different stimuli, mediated by
chemical cues detection, has been characterized in larvae of the common toad
Rhinella arenarum. First, the chemodetection of cues that indicate the presence



of a food source. And second, the chemodetection of alarm signals released by
other tadpoles, a social communication phenomenon widely known in other
anuran larvae species. Both stimuli appear to be mediated by the OS in R
arenarum as larvae without VNO responded equally to the control animals,
while if the EO is removed the behavioural responses to both stimuli was not
observed. In addition, the quantitative analyses of activated neurons shows
that the number of chemosensory neurons activated increases in the EO after
exposure to both stimuli, while there is no detectable variation in the VNO
compared to control animals.

Keywords: tadpoles, anuran amphibian, chemodetection, olfactory

system, vomeronasal system.
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Introduccion General

Science is a cyclic affair. With each advance, we feel
we have come to grips with problems, and clever
solutions are obvious. Soon, conflicting data arise, and
the old explanations are either insufficient or simply
wrong

Brunjes y Greer — “Progress and &itions in Olfactory Development”

Es dificil para los humanos, al ser tan dependientes del sentido de la
vision, comprender la importancia fundamental que tiene la deteccion de
estimulos quimicos ambientales (quimiodeteccion) para los seres vivos. La
capacidad de detectar y responder de manera adaptativa a las sefiales quimicas
resulta esencial para la supervivencia y la reproduccion de los organismos y, en
muchas especies animales, esta via sensorial es la principal ventana de
conexion con el mundo externo (Prasad y Reed, 1999; Ache y Young, 2005). La
deteccion de olores provenientes del ambiente ayuda a los animales en la
localizacion de recursos fundamentales como alimento, agua o sitios de
nidificacion. Ademas, la deteccion de moléculas producidas y liberadas por otros
organismos afecta el comportamiento y la fisiologia del animal receptor. Estos
mecanismos son evidentes en la interaccion predador-presa, en la localizaciéon
de potenciales parejas reproductivas, en el marcado territorial, en el
reconocimiento de individuos y su estatus social, en asociaciones simbidticas,

etc.

La capacidad de los organismos de detectar estos estimulos externos esta
dada por al presencia de sistemas quimiosensoriales. Estos sistemas pueden ser
tan simples como clusters de receptores de membrana empleados en la
quimiodeteccién en bacterias (Maddock y Shapiro, 1993) hasta organizaciones
méas complejas como los sistemas olfatorio y gustativo de vertebrados. En esta
tesis en particular nos dedicaremos a los sistemas quimiosensoriales nasales u

olfatorios.
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En la mayoria de los tetrapodos existen dos sistemas quimiosensoriales
nasales: el sistema olfatorio principal, al cual nos referiremos simplemente
como sistema olfatorio (SO) y el sistema olfatorio accesorio o vomeronasal, al
cual nos referiremos como sistema vomeronasal (SVN). Ambos sistemas
sensoriales estan definidos anatomicamente (Eisthen, 1997). El SO esta
formado por un epitelio olfatorio (EO) ubicado en la cavidad nasal que contiene
a las neuronas receptoras olfatorias (NRO). Las NRO son bipolares; sus axones
proyectan al telencéfalo anterior donde establecen conexiones sinapticas en el
bulbo olfatorio principal (BOP), mientras que su proceso dendritico se extiende
hacia la luz del EO donde entran en contacto con el medio externo (cavidad
nasal). Por su parte, el SVN se identifica morfolégicamente por la presencia de
un organo vomeronasal (OVN) que contiene a las neuronas receptoras
vomeronasales (NRV) y se ubica generalmente entre la cavidad nasal y la
cavidad oral o en un diverticulo de la cavidad nasal. Las NRV también son
bipolares, sus axones se proyectan hacia el bulbo olfatorio accesorio (BOA), una
estructura histolégicamente distinguible del BOP en el telencéfalo anterior,
mientras que su proceso dendritico se extiende hacia la luz del OVN. Esta
organizacion anatémica es general para todos los tetrdpodos en donde ambos

sistemas sensoriales estan presentes (Figura 1).
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Figura 1: Organizacion morfologica del
sistema olfatorio y vomeronasal en
anfibios (A), reptiles (B) y mamiferos (C).
AOB, bulbo olfatorio accesorio; MOB,
bulbo olfatorio principal; OE, epitelio
olfatorio; VNO, 6rgano vomeronasal.
Modificado de Baxi et al. 2006.

Al menos desde el punto de vista anatomico, las estructuras caracteristicas
del SVN (/.e. un OVN distinguible en la cavidad nasal y un BOA en el telencéfalo
anterior) no han sido identificadas en peces. Ademas, a lo largo de la filogenia
el SVYN se ha perdido secundariamente de manera independiente en varios
grupos de tetrdpodos como los cocodrilos, las aves, la mayoria de los
murciélagos, algunos mamiferos acuaticos como cetaceos y manaties, y los
monos del viejo mundo (Bertmar, 1981; Eisthen, 1992; Bhatnagar y Meisami,

1998; Halpern y Martinez-Marcos, 2003).
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Diferencias y algunas semejanz asentre el SOy el SVN

La organizacion histologica de los epitelios sensoriales del SO y el SVN son
bastante similares. Tanto el EO como el OVN son epitelios pseudoestratificados
con tres tipo celulares basicos: 1) las células progenitoras, ubicadas
generalmente en la zona basal del epitelio sensorial; 2) las células de sostén o
sustentaculares, cuyos nucleos y gran parte del citoplasma se ubican en la
porcion mas apical del epitelio; y 3) las neuronas sensoriales, cuyos somas
celulares se ubican en la porcion media del epitelio sensorial y son las
responsables de generar la sefial eléctrica luego de la interaccién con estimulos
quimicos especificos. Otra semejanza entre ambos sistemas sensoriales se
encuentra a nivel de los bulbos olfatorios. Los axones de las neuronas
sensoriales (tanto olfatorias como vomeronasales) establecen su primer
contacto sinaptico en el sistema nervioso central con dendritas de neuronas
telencefalicas (células mitrales). Este contacto axo-dendritico forma estructuras
esféricas de neuropilo denso llamadas glomérulos, los que aparentemente
tienen un papel fundamental en la decodificacion de la informacion olfatoria
(Chen y Shepherd, 2005). La presencia de estas estructuras glomerulares en los
sistemas quimiosensoriales es una caracteristica muy conservada en la filogenia

y esta presente incluso en invertebrados (Eisthen, 2002).

Mas alla de estas caracteristicas generales compartidas por el SOy el SVN,
ambos sistemas sensoriales poseen marcadas diferencias morfologicas,
fisioldégicas y moleculares:

Morfologia de las neuronas sensoriales:  Aunque en ambos casos se
observan neuronas bipolares, las NRV presentan microvellosidades en el
extremo apical de su proceso dendritico, mientras que las NRO de la gran
mayoria de los tetrdpodos son ciliadas (Eisthen, 1997).

Receptores de membrana y vias de sefializacion:  El reconocimiento

de estimulos especificos por parte de las NRO y las NRV esta dado por la
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presencia de receptores de siete pasos transmembrana acoplados a vias de
sefializacion mediadas por proteinas G heterotriméricas (Fgura 2). En
mamiferos, las NRO expresan la familia de receptores olfatorios OR (por
“olfactory receptors”) acoplados a la via de sefializacion de Gaolf (una proteina
G caracteristica del SO) (Buck y Axel, 1991). Por otra parte, en el OVN de
mamiferos se puede encontrar dos poblaciones de NRV; estas dos
subpoblaciones neuronales expresan las familias de receptores vomeronasales
VIR y V2R, los cuales estan acoplados a diferentes vias de sefializacion
mediadas por Gai2 y Gao, respectivamente (Dulac y Axel, 1995; Matsunami y
Buck, 1997; Ryba y Tirindelli, 1997). En el OVN de anuros se ha encontrado
solo la poblacion de NRV que expresan receptores de la familia V2R-Gao
(Hagino-Yamagishi et al., 2004). El bajo grado de similitud en las secuencias de
los genes que codifican para los receptores OR, VIR y V2R, sugiere que éstos
aparecieron en forma independiente dentro de la gran familia de receptores de
membrana acoplados a proteinas G y que participan del reconocimiento de

tipos diferentes de estimulos (Dulac y Axel, 1995; Ryba y Tirindelli, 1997).
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Proyecciones axonicas: Los axones de las NRO y las NRV proyectan al
bulbo olfatorio principal y accesorio, respectivamente. Las proyecciones de las
neuronas telencefélicas (en el BOP y BOA) también mantienen vias separadas
hacia zonas cerebrales de mayor integracion. Las neuronas del BOP proyectan
hacia la amigdala lateral (LA), mientras que las del BOA lo hacen hacia la
amigdala media (MeA), a su vez, ambas zonas del complejo de la amigdala (LA
y MeA) proyectan masivamente hacia el hipotalamo (Moreno et al.,
2005)(Figura 3). Resulta interesante que estas proyecciones separadas hacia
zonas diferentes del complejo de la amigdala en la region caudal del
telencéfalo, el cual seria un ndcleo de integracibn multisensorial, se observan
tanto en anfibios como en reptiles y mamiferos (Scalia y Winans, 1975; Scalia
et al., 1991; Moreno y Gonzalez, 2006; Moreno y Gonzalez, 2007).

La presencia consistente de proyecciones separadas en los tres grupos de
tetrapodos, asi como las diferencias moleculares presentes en ambos sistemas
sensoriales, sugieren que éstos tienen diferentes funciones en la fisiologia y el

comportamiento de los animales (Halpern y Martinez-Marcos, 2003).

Figura 3: Vista lateral del cerebro de un anuro adulto (anterior a la izquierda)
mostrando las proyecciones del BOP (MOB) y BOA (AOB) hacia la amigdala
lateral (LA) y media (MeA), respectivamente, y la subsecuente conexién con el
hipotadlamo ventral (VH). Modificado de Moreno et al., 2005.
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Sobre la aparicién de un sistema dual de quimiodeteccion en la
evolucion de vertebrados. ¢La tierra o el agua?

Hace unos 400 millones de afios durante el periodo Devonico ocurrié uno
de los eventos mas significativos en la evolucién de los vertebrados: la
“conquista” del medio terrestre por parte de un linaje ancestral que derivaria,
de manera independiente, en los tetrapodos actuales (Long y Gordon, 2004).
Esta transicion a la tierra, segun la reconstruccion que realizé Bertmar (1981)
de la historia evolutiva del SO y SVN en vertebrados, fue el factor ecolégico
mas importante que dio lugar a la aparicién de un sistema olfatorio accesorio.
Bertmar llegd a esta conclusion a partir de varias lineas de evidencias: Primero,
su revision del registro fosil lo llevdo a la conclusion de que un diverticulo
vomeronasal prospectivo en la cavidad nasal aparecié por primera vez en los
animales que él consideraba como los ancestros de los tetrapodos actuales.
Segundo, el SVN esta ausente en peces y se ha perdido en tetrapodos que son
secundariamente acuéaticos o de habitos arboreos, como los cocodrilos y las
aves. Como la mayor diferencia ecolégica entre los tetrapodos y otros
vertebrados es que los tetrapodos son terrestres, y como ademas el SVN se
perdi0 secundariamente en tetrdpodos no terrestres, Bertmar llegdo a la
conclusion de que este sistema sensorial aparecié como una consecuencia de la

adaptacion a este nuevo ambiente en los vertebrados (Bertmar, 1981).

Sin embargo, las evidencias surgidas en los dltimos afios desafian esta
hipétesis y sugieren que el SVN apareci6 en los ambientes acuaticos,
tempranamente durante la evolucion de los vertebrados (Grus y Zhang, 2006;
Grus y Zhang, 2009; Gonzalez et al., 2011).

Un dato interesante puede obtenerse de los estudios realizados en los
sistemas quimiosensoriales de anfibios. EIl SVN esta presente en los tres
ordenes de anfibios actuales: Anuros (ranas y sapos), Urodelos (salamandras y

tritones) y Apodos (cecilidos) (Reiss y Eisthen, 2008). Algunas caracteristicas de
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los sistemas quimiosensoriales descriptas ya hace tiempo en anfibios parecen
argumentar a favor de una posible funcionalidad del SVN en ambientes
acuaticos. Por ejemplo: En urodelos, se ha identificado un SVN desarrollado en
representantes de las familias Amphiumidae y Sirenidae que son
permanentemente acuaticos (Eisthen, 2000). En cecilidos, un estudio donde se
compara la regién nasal en representantes de seis familias mostré que el OVN
se encuentra mas desarrollado (presenta un mayor tamafo) en especies
acuaticas (Schmidt y Wake, 1990). En anuros, por su parte, el SYN también
esta presente en especies completamente acuéaticas de la familia Pipidae
(Paterson y Hindle, 1951). Incluso, se ha especulado que el OVN participaria en
la deteccion de estimulos en el agua en ranas de habitos semi-acuaticos del

género Pelophylax (Dgving et al., 1993).

Por otra parte, respecto de la ancestria de este sistema sensorial, la
presencia de un SVN en la mayoria de los tetrapodos actuales indica que éste
estaba presente en el ancestro comun del grupo; el cual, muy probablemente
fue acuatico ya que las evidencias paleontoldgicas indican que los linajes de
anfibios y amniotas “conquistaron” el medio terrestre de manera independiente
(Clack, 2002).

En este sentido, quiza una de las evidencias mas importantes que sustenta
esta nueva interpretacion de la aparicion del SVYN en la evolucion de
vertebrados sea la aportada recientemente por Gonzalez et al. (2011). Estos
investigadores han identificado un SVN presuntivo en el pez pulmonado
Africano Protopterus dolloi (Gonzalez et al., 2011). Los peces pulmonados o
dipnoos son un grupo monofilético de peces 0seos que ocupan un nicho
evolutivo interesante ya que divergieron del linaje de los vertebrados después
de la separacion de los otros linajes de peces y son el grupo viviente mas
cercanamente emparentados a los tetrdpodos (Brinkmann et al., 2004). En P,
dolloi; se han encontrado criptas epiteliales en la base de las lamelas del EO
cuyas neuronas sensoriales expresan marcadores moleculares descriptos en las

NRV de tetrdpodos. Claramente esta organizacion anatémica de criptas
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epiteliales difiere marcadamente de un OVN discreto como se observa
generalmente en tetrapodos. Sin embargo, a través del marcado de trazos
neuronales se vio que las neuronas de todas estas criptas proyectan sus axones
al margen lateral del bulbo olfatorio (BOA presuntivo) y desde alli hacia areas
cerebrales homologas a las que intervienen en el procesamiento de la

informacion del SVN en tetrapodos (Moreno y Gonzalez, 2007).

Ademas, mediante analisis gendmicos comparados se han identificado
genes especificos vomeronasales (los receptores VIR y V2R, asi como el canal
de membrana TRPC2) en peces 0seos, elasmobranquios y lampreas (Grus y
Zhang, 2006; Grus y Zhang, 2009), sugiriendo que al menos los componentes
moleculares del SVN aparecieron tempranamente en la filogenia de los
vertebrados. En este sentido, los datos de estudios recientes sugieren que el
EO de los peces es probablemente un hibrido entre el EO y OVN de los
tetrapodos: neuronas receptoras con distinta morfologia expresan receptores
olfatorios y vomeronasales con sus vias de sefalizacion caracteristicas y
proyectan a diferentes regiones del bulbo olfatorio (Hansen et al, 2003;
Hansen et al, 2004; Sato et al, 2005). Aunque la homologia entre estas
subpoblaciones neuronales de peces y las NRO y NRV de tetrdpodos debe ser
aun comprobada, el escenario evolutivo mas probable es que el SVYN haya
aparecido como una segregacion de diferentes clases de NRO preexistentes en
peces. La cuestion entonces es: ¢Por qué se dio esta segregacion de diferentes
poblaciones neuronales en tetrgpodos dando lugar a un sistema dual de

guimiodeteccion?

Todos los hallazgos anteriormente mencionados indican que el SVN podria
jugar un papel importante en la quimiodeteccién en los ambientes acuaticos,
sin embargo esta hipdtesis ha sido practicamente inexplorada en todos los

grupos de tetrapodos.
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Sobre la funcionalidad del SVN y el SO

Aunque es comun leer que el SVN es un sistema sensorial especializado
en la deteccion de feromonas y que el SO detecta olores “comunes” (Belluscio
et al., 1999; Buck, 2000; Dulac, 2000), esta hipétesis es simplista y no esta
sustentada, en realidad, por los datos fisiologicos y comportamentales
disponibles en los diferentes grupos de tetrapodos (Baxi et al., 2006). Las
feromonas son sefiales quimicas, liberadas por un individuo, que evocan
respuestas fisioldgicas y comportamentales especificas en otros individuos de
su misma especie (Karlson y Luscher, 1959). Dado que estos estimulos
permanecen invariantes a lo largo de las generaciones y que resultan muy
importantes para la supervivencia y el éxito reproductivo de una especie, es
razonable pensar que pueda existir un sistema sensorial especializado en su
deteccion. Si el SVN fuese realmente un sistema sensorial especializado en la
deteccion de feromonas, entonces tendria que esperarse que: 1) todas las
sefales feromonales sean detectadas y procesadas solamente por el SVN, y 2)
qgue el SVN no participe de la deteccion de otro tipo de estimulos. En realidad,

los datos experimentales disponibles contradicen ambos puntos mencionados.

Claramente el SVN participa en la deteccion de feromonas sexuales en
mamiferos (Keverne, 2004), reptiles (Shine, 2003) y anfibios urodelos (Toyoda
y Kikuyama, 2000; Wirsig-Wiechmann et al/, 2002). Sin embargo, se ha
demostrado en mamiferos que algunas feromonas son detectadas por el SO
(Dorries et al., 1997; Swann et al., 2001; Schaal et al., 2003; Xu et al., 2005).
Ademas, una cantidad considerable de estudios indica que el SVN participa en
la deteccibn de una variedad de estimulos en los diferentes grupos de
tetrapodos (Halpern y Martinez-Marcos, 2003; Baxi ef al, 2006; Shepherd,
2006). Por ejemplo, se ha demostrado que el SVN es fundamental para la
deteccion de estimulos relacionados con la localizacion de presas en reptiles

(Graves y Halpern, 1990; Alving y Kardong, 1996) y anfibios urodelos (Placyk y

11
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Graves, 2002); mientras que en mamiferos el SYN modifica la preferencia por el
alimento (Halpern et al., 2005) y modula respuestas defensivas
desencadenadas por la deteccion de sefales de alarma interespecificas (Papes
et al., 2010).

Una hipotesis alternativa propone que el SVN participa en la deteccion de
moléculas de baja volatilidad, mientras que el SO mediaria la deteccion de
moléculas con mayor volatilidad (Baxi et al, 2006). En experimentos con
conegjillos de indias (Cavia porcellus) se ha demostrado que si los animales
acceden libremente a restos de orina de coespecificos a la cual se ha agregado
un colorante fluorescente no volatil, este colorante se transfiere al OVN pero no
al EO (Wysocki et al., 1980).

Algunas de las feromonas que han sido identificadas y aisladas en
mamiferos y anfibios son moléculas grandes de alto peso molecular (Kikuyama
y Toyoda, 1999; Wabnitz et al., 1999), esto explicaria en parte por que el SVN
media la deteccion de feromonas. Ademas, las feromonas de bajo peso
molecular como la androstenona son detectadas por el SO en mamiferos
(Hudson y Distel, 1986; Schaal et al., 2003), lo cual también es consistente con
la hipotesis de la volatilidad. Sin embargo, la presencia de SVN en anfibios y
reptiles acuéticos pareciera contradecir esta hipotesis ya que la volatilidad es
irrelevante en el agua. Esta contradiccion puede ser resuelta si pensamos que
en realidad lo importante no es la volatilidad de los estimulos sino su peso
molecular, el cual es relevante tanto en el aire como en el agua. Entonces,
quizas el SVN media la deteccién de moléculas de alto peso molecular mientras
que el SO detecta compuestos de bajo peso molecular. De todas maneras esta
hipotesis no puede ser aun aceptada o rechazada debido a la escasa cantidad
de datos disponibles, sobre todo datos comparados en distintos grupos de

tetrapodos (Baxi et al., 2006).

Es evidente que varias controversias existen respecto a la funcionalidad

del SOy SVN en tetrdpodos. Seguramente las controversias respecto del propio

12
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origen de estos sistemas sensoriales, cuya evolucion esta comenzando a ser un
poco mejor comprendida en los Ultimos afos, sean en parte responsables de
esta situacion. Claramente, ambos sistemas sensoriales presentan marcadas
diferencias a nivel molecular, fisioldgico, morfolégico, etc. Sin embargo, los
intentos por adjudicarles funciones especificas han resultado por lo general
frustrantes. A pesar de esto, algunos puntos comienzan a estar un poco mas
claros en la actualidad: 1) La presencia de un sistema dual de quimiodeteccion,
formado por un SO y SVN, parece haber aparecido en ambientes acuéticos
durante la evolucion de los vertebrados, y 2) El SVN no es un sistema sensorial

especializado en la deteccion de feromonas.

El modelo de estudio: los renacuajos

Entre los tetrapodos, los anfibios son Unicos al presentar una etapa larval
acuatica seguida de un adulto de habitos terrestres. La presencia de ciclos de
vida complejos, con etapas larvales de vida libre, es considerada una condicién
ancestral en los tres grupos de anfibios vivientes, y seguramente sea una

caracteristica heredada del ancestro comun del grupo (Hanken, 1999).

De los tres ordenes de anfibios, las larvas de anuros, también conocidas
como renacuajos, son las que presentan mayores diferencias respecto al
fenotipo del adulto. Esto seguramente obedezca a que renacuajos y adultos
habitan nichos ecoldgicos muy diferentes y por lo tanto estan sujetos a distintas
presiones de seleccion (Wells, 2007). Los renacuajos estan bien adaptados para
la locomocion en el agua: presentan un cuerpo redondeado y una larga cola
con una aleta aplanada lateralmente (Altig y McDiarmid, 1999). Aun cuando los
renacuajos de casi todas las especies presentan esta organizacion general, la
diversidad respecto a forma y proporciones corporales es considerablemente

grande y por lo general se correlaciona con las caracteristicas ecoldgicas de los

13



Introduccion General

cuerpos de agua que habitan (Iénticos, loticos, etc.) y/o con sus habitos

alimenticios (raspadores, filtradores, carnivoros, etc.) (McDiarmid y Altig, 1999).

Las distintas etapas del desarrollo larval y la metamorfosis de anfibios son
en general clasificadas en tablas en base a caracteres morfolégicos (Gosner,
1960). Estas tablas de clasificacion permiten fijar eventos del desarrollo
(estadios) segun la secuencia de aparicion de estos caracteres durante la
ontogenia. La tabla desarrollada por Gosner (1960) es la mas utilizada en la
actualidad para clasificar renacuajos exotréficos' y, salvo que se indique lo
contrario, es la que hemos empleado para clasificar los animales utilizados en
esta tesis. En el apéndice | se muestra una versidon modificada de la tabla de

clasificacion de Gosner (1960).

La etapa larval comienza luego de que los embriones han internalizado las
branquias externas y desarrollado las partes de la boca que les permite
alimentarse por si solos, y termina con la completa reabsorcion de la cola. Esta
es una etapa efimera no reproductiva en anuros, no existen casos registrados
de neotenia como si sucede en urodelos, y su duracibn es muy variable
habiendo especies que pasan hasta un afio (0 mas) como larvas antes de

completar la metamorfosis (McDiarmid y Altig, 1999).

En este punto es necesario hacer una aclaracion importante. Tal como
considerara R.M. Savage, un pionero en la investigacion con larvas de anuros,
nosotros no interpretamos a los renacuajos simplemente como “animales que
estan en proceso de convertirse en otra cosa”’, sino como animales cuya vida,
aunque corta comparada con el adulto, es vivida en un plano completamente
diferente en el cual los individuos deben enfrentar sus propios desafios
(Savage, 1961). Esta vision respecto de los renacuajos como modelo biolégico

creemos que es particularmente atinada en lo que se refiere a los sistemas

! Los renacuajos exotréficos son larvas de anuros de vida libre que se alimentan por si mismos
y representan la condicion mas general para las larvas de anuros. Hacemos esta aclaracion ya
que también existen algunas especies de desarrollo directo (que no presentan etapa larval) y
especies con desarrollo larval endotréfico (animales de vida libre pero que no se alimentan por
si mismos). Todas las especies utilizadas en esta tesis presentan renacuajos exotroéficos.

14
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sensoriales. Al ser animales de vida libre, los renacuajos afrontan varios retos
durante su existencia: deben localizar fuentes de alimento, lidiar con la
competencia intra- e interespecifica, seleccionar el microhabitat mas favorable,
evitar los predadores, etc. Precisamente, sus Organos sensoriales deben
permitir la deteccion de estimulos externos especificos y la integracion de la
informacion proveniente de estos estimulos debe generar respuestas con valor

adaptativo de forma tal de maximizar la supervivencia de los individuos.

En este sentido, y dadas las controversias respecto a la funcionalidad de
los sistemas quimiosensoriales en tetrapodos y la posible aparicion de un
sistema dual de quimiodeteccion en ambientes acuéticos, creemos que los
renacuajos constituyen un modelo de estudio muy interesante para investigar
aspectos anatémicos, bioquimicos y funcionales de los sistemas

guimiosensoriales en ambientes acuaticos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En el presente trabajo se propone estudiar la morfologia y funcionalidad
de los 6rganos nasales quimiosensoriales durante etapas larvales de anfibios
anuros, utilizando abordajes anatémicos comparados, bioquimicos,

experimentales y comportamentales.

Hipdtesis general : Las larvas de anuros poseen un sistema “dual”

de quimiodetecciéon formado por un sistema olfatorio y un sistema
vomeronasal, cada uno de los cual es participa en la deteccion de

estimulos especificos.

A partir de los estudios realizados en esta temética se pretende conocer,
no so6lo aspectos relacionados con la comunicacién quimica de los anfibios y sus
interacciones sociales, sino también dilucidar aspectos 0 mecanismos generales
de la quimiodeteccion en vertebrados, qué tipo de estimulos son detectados por
el EO y el OVN, como interaccionan estos dos sistemas sensoriales, y qué
consecuencias tiene la deteccion de tales estimulos sobre la fisiologia y el
comportamiento de los animales.

Para poner a prueba la hipotesis general nos propusimos los siguientes

objetivos:

v' EBvaluar la presencia de wun sistema “dual” de

quimiodeteccion (olfatorio y vomeronasal) en renacuajos

v'  Bvaluar el estado de maduracibn de estos sistemas

sensoriales durante la etapa larval

v' BEvaluar la participacion del sistema olfatorio y vomeronasal

en la deteccion de estimulos en el ambiente

Estos objetivos generales seran abordados en diferentes capitulos de esta
tesis, en cada uno de los cuales se detallaran objetivos especificos planteados

para responder preguntas concretas.



CAPI TULO |

Aspectos morfoldgicos e histol  0Ogicos del sistema olfatorio
y vomeronasal en renacuajos
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| NTRODUCCI ON

La morfologia de los érganos nasales quimiosensoriales en anfibios anuros
adultos ha sido bastante estudiada por diferentes autores. Existe una serie de
revisiones en la tematica que detallan muy bien aspectos comparados de los
organos olfatorios en adultos, fundamentalmente de aquellas caracteristicas
con interés taxonémico (Helling, 1938; Paterson y Hindle, 1951; Jurgens,
1971). En comparacion con las cavidades nasales de otros vertebrados, que
suelen presentar pliegues en sus paredes internas aumentando la superficie de
contacto, la cavidad nasal en anuros es relativamente simple. Esta condicién se

verifica aparentemente durante las etapas larvales.

En etapas post metamorficas, los 6rganos olfatorios de los anuros se
organizan basicamente en tres camaras interconectadas (Figura 1.1): la camara
principal (superior), que es alargada en el eje anteroposterior, contiene al
epitelio olfatorio principal y es la camara que se comunica con el medio externo
y la cavidad de la boca a través de la narina externa e interna (coana),
respectivamente; la camara media, que es aplanada dorsoventralmente,
generalmente no sensorial y en la cual desemboca el conducto nasolacrimal; y
finalmente la camara inferior que también es aplanada dorsoventralmente y en

cuyo receso medial se encuentra el OVN.

Figura 1.1: Esguematizacion de
las cavidades nasales en anuros
adultos (solo lado izquierdo),
basada en la especie
Trachycephalus resenifictrix. CP:
camara principal, CM: camara
media, CNL: conducto nasolacrimal,
NE: narina externa, NI: narina
interna, OVN: 6rgano vomeronasal.
Modificado de Nowack y
Wohrmann-Repenning (2010).

< >
Anterior Posterior
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Por el contrario, la morfologia de los 6rganos olfatorios en renacuajos es
bastante menos conocida. Las descripciones se limitan a especies puntuales y
son sorprendentemente escasas, con una separacion de décadas entre los
diferentes trabajos (Hinsberg, 1901; Rowedder, 1937; Yvroud, 1966; Khallil,
1978; Jermakowicz et al, 2004). La regiébn nasal en renacuajos esta
representada por una camara principal, la cual corre casi verticalmente desde la
narina externa hasta la coana. De esta camara principal se desprenden una
serie de pequefios apéndices: el apéndice anterior esta revestido por el epitelio
sensorial de OVN, mientras que el apéndice lateral esta revestido de un epitelio

cuyas células presentan caracteristicas de células secretoras.
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OBJETIVOS

En este primer capitulo se abordan aspectos morfoldgicos e histolégicos de
los érganos olfatorios en renacuajos. Cabe aclarar que el interés de este trabajo
no es realizar un analisis exhaustivo en diferentes especies tratando de obtener
caracteres morfoldgicos con relevancia taxondémica. Por el contrario, el objetivo
fundamental en este capitulo radica en extraer, mediante el andlisis comparado
de varias especies, caracteristicas generales de estos érganos sensoriales en

renacuajos.

Aun asi, como una parte importante de los experimentos de esta tesis se
realizaron utilizando como modelo larvas del sapo comin Rhinella arenarunt* se
ha dedicado una seccion completa de este capitulo para conocer y describir

detalladamente los érganos olfatorios en esta especie durante la ontogenia.
Para este capitulo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

v Analizar el desarrollo larval y la metamorfosis de los

organos olfatorios en R arenarum

v Analizar la ultraestructura de los o6rganos olfatorios en

larvas de R. arenarum

v Evaluar la presencia y el grado de desarrollo del sistema

olfatorio y vomeronasal en renacuajos de diferentes especies de anuros.

v Medir el volumen total y relativo de los distintos 6rganos
olfatorios durante el desarrollo larval y la metamorfosis de Hypsiboas

pulchellus, R. arenarumy Xenopus laevis.

! Las razones que motivaron la utilizacién de esta especie responden fundamentaimente a
cuestiones de tipo parctico-metodolégicas. Como su nombre lo indica, el sapo comiun R,
arenarum presenta una amplia abundancia y distribuciéon en nuestro pais lo cual permite
obtener ejemplares adultos facilmente. Ademas, las técnicas de cria y fecundacion in vitro de
esta especie son empleadas en el laboratorio desde hace muchos afios; esto permite disponer
de renacuajos para experimentacion durante todo en afio.
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MATERI ALES Y METODOS

Animales.

Las parejas reproductoras de Hypsiboas pulchellus, Rhinella arenarum y
Rhinella fernandezae fueron colectadas en ambientes naturales de distintas
localidades en las provincias de Entre Rios y Buenos Aires. Es importante
resaltar que ninguna de estas especies se encuentra en peligro de extincion, y
estan catalogadas como de “preocupacion menor” por la /nternational Union for
the Conservation of Nature (IUCN 2011), de modo que su utilizacién no genera

conflictos en cuanto a la conservacion de la biodiversidad.

Los embriones de R arenarum y R. fernandezae fueron obtenidos por
fecundacion in vitro segin metodologias estandarizadas (Casco et al., 1992). En
el caso de Xenopus laevis, las parejas de adultos (criadas en cautiverio en
nuestro  laboratorio) fueron inducidas hormonalmente, inyectando
gonadotrofina corionica humana (hCG) en los sacos linfaticos dorsales
(hembras: 500-800 Ul, machos: 50 Ul). Luego de la inyecciéon las parejas se
colocaron en estanques individuales para dejar que se produzca el amplexo y
fecundacion de manera natural durante la noche. En el caso de H. pulchellus,
los adultos fueron recolectados durante la noche en temporada reproductiva y
trasladados al laboratorio. Alli fueron mantenidos en terrarios con cuerpos de
agua artificiales en condiciones controladas (fotoperiodo 14:10hs luz-oscuridad
y temperatura 26°C), tratando de mantener las condiciones naturales. H
amplexo entre parejas se produjo espontdneamente en el laboratorio durante
las noches sucesivas a la captura. Los renacuajos de Lithobates catesbeianus
fueron obtenidos de un proveedor local, mientras que los ejemplares de las
demas especies analizadas fueron obtenidos de la coleccion de Herpetologia del
Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” (ver Tabla 1.1y

Apéndice Il para datos de coleccién).
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Tabla 1.1. Especimenes analizados de la coleccién de Herpetologia del

Museo Argentino de Ciencias Na turales “Bernardino Rivadavia”

Especie Familia Estadio del
desarrollo usado

Scinax acuminatus Hylidae 37
Hypsiboas curupi Hylidae 29-30
Phyllomedusa azurea Hylidae 36-37
Limnomedusa macroglossa Cycloramphidae 38
Dermatonotus muelleri Microhylidae 28-30
CGrossodactylus schmiadlti Hylodidae 36-38
Physalaemus sp. Leiuperidae 39
Lepidobatrachus llanensis Ceratophryidae 36-37
Leptodactylus latrans Leptodactylidae 26y 37-38

El estadio de desarrollo de todos los animales se clasificO segun Gosner
(1960), excepto para X /aevis que se utilizd una tabla especifica para esa
especie (Nieuwkoop y Faber, 1994). Los renacuajos se mantuvieron en agua
declorada, con fotoperiodo y temperatura constante (12:12hs., luz:oscuridad;
21 £+ 2 °C), y alimentados ad /imitum. Los juveniles reciéen metamorfoseados
fueron alimentados con grillos vivos y mantenidos en terrarios himedos hasta
su utilizacién. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los
principios de cuidado de animales de laboratorio de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, UBA (Res. CD: 140/00)

Histologia.

Los animales fueron anestesiados por inmersion en 0,1% de tricaina
metanosulfonato?, decapitados, y la cabeza fijada en solucién de Bouin® durante
1 h a temperatura ambiente seguido de 24 hs a 4°C. Luego, se deshidrataron
en concentraciones crecientes de etanol, se aclaré en xileno y se embebieron
en Histoplast®. Se realizaron cortes seriados de toda la regién nasal en los

planos transversal, horizontal y sagital. Estos cortes se montaron en

2 MS222; Sigma, St. Louis, MI, EE.UU.
% 70% solucion saturada de Acido picrico, 25% formol, 5% &cido acético
* Biopack, Buenos Aires, Argentina
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portaobjetos HiFix optimizados para histologia e inmunohistoquimica®. El plano
de corte asi como el espesor de los mismos varian en los distintos
experimentos, por lo que estos datos se especifican en cada caso en el lugar

correspondiente.

Para el andlisis histoldgico, las secciones se desparafinaron en xileno, se
rehidrataron a través de una serie de alcoholes decrecientes hasta llegar a agua
destilada. Luego se colorearon con Hematoxilina-Eosina o violeta de cresilo y se
montaron para analisis en microscopia 6ptica de campo claro. Para ello se
utilizd un microscopio Leica Reichert Polyvar y se tomaron imagenes digitales

con una camara Sony Cybershot DSC P-200 acoplada.
Calculo de volumen de los orga nos nasales quimiosensoriales.

Se utilizaron larvas de H. pulchellus, R. arenarumy X laevis en distintas
etapas de desarrollo: larvas tempranas (G27, N/F49), intermedias (G31, N/F53),
tardias (G39, N/F56) y juveniles 1-4 dias post metamorfosis (G46, N/F66). A
partir de los preparados histolégicos, se midié el area de los distintos epitelios
sensoriales en cada imagen digital capturada utilizando el software de andlisis
de imagenes Image Pro Plus 5.1° Para calcular el volumen de cada 6rgano
sensorial se realizd la sumatoria de las areas medidas, cada una multiplicada
por el espesor del corte histolégico (10 pum para larvas tempranas e
intermedias, 15 um para larvas tardias y juveniles). También se midio la
longitud boca-cloaca (longitud del cuerpo) de animales en los estadios

utilizados.
Histoquimica de lectinas.

Con el fin de mejorar la visualizacion de las glandulas multicelulares, se
realizd histoquimica de lectinas utilizando un conjunto de lectinas que han
demostrado ser especificas para identificar las glandulas multicelulares nasales
(Carmanchahi et al, 2000). Las secciones de tejido, obtenidas como se

describié anteriormente, se desparafinaron, rehidrataron y se lavaron en buffer

® HF-5001, InProt, TNT, Buenos Aires, Argentina
® Media Cybernetics, Silver Spring, MD
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fosfato salino (PBS). Se realizd un bloqueo de unién a sitios inespecificos
incubando con leche descremada 5% durante 45 minutos. Luego se incubd con
diferentes lectinas acopladas a biotina’, RCA (Ricinus communis Aglutinina) o
WGA (Triticum wvulgaris aglutinina) durante toda la noche a 4°C. Los cortes
fueron luego tratados con un complejo estreptavidina-Alexa Fluor 488% (1/200).
Se realiz6 una coloracién general de nucleos celulares con ioduro de propidio y
se monté los preparados con glicerina-PBS (50/50, v/v). Las imagenes fueron
capturados por un microscopio laser confocal (Olympus FV-300 unido a un

microscopio Olympus Bx-61).
Microscopia electronica de transmision.

La region nasal, conteniendo al EO y el OVN, fue disecada de ocho
renacuajos en estadio G34-36 y fijada en glutaraldehido 2.5% en PBS 0.1M (pH
7.4) durante 24hs. a 4°C. Luego, las muestras fueron postfijadas en tetréxido
de osmio 1% en PBS 0.1M, deshidratadas y embebidas en resina Durcupan
(Huka, Sigma-Aldrich). Se cortaron secciones ultrafinas (espesor 70-90 nm)
utilizando un ultramicrétomo Reichert-Jung (Modelo Ultrcut E). Se realizd una
coloracidn de contraste de las secciones con citrato de plomo y se las observé y

fotografié con un microscopio electronico de transmision Zeiss 10C.
Analisis estadisticos.

Los datos morfométricos fueron analizados mediante ANOVA univariado.
Todos los datos reunieron los supuestos para el andlisis paramétrico
(normalidad y homogeneidad de varianzas) y se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando el p fue menor a 0.05. El nimero de
replicas o sujetos experimentales utilizados para cada experimento se detalla en
los epigrafes de los graficos correspondientes. En los graficos se muestran las
medias + error estandar. Los céalculos estadisticos se realizaron utilizando el

software InfoStat.

" Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.
8 Molecular Probes, Eugene, O, EE.UU.

24



Capitulo |

RESULTADQOS

Desarrollo larval y metamorfosis del epitelio olfatorio, el 6rgano

vomeronasal y las glandulas anexas en  Rhinella arenarum

Un total de 100 animales, que abarcaron desde etapas pre-larvales (G23)
hasta estadios de G46 y juveniles de 3 meses de edad postmetamorfosis

(cuatro animales en cada estadio) se utilizaron en este estudio
Periodo pre-larval o embrionario tardio

G23-25. Durante esta etapa el placode olfatorio ya se ha invaginado
completamente formando la camara olfatoria principal (CP). El EO (derivado del
placode olfatorio) se encuentra revistiendo la pared medial de la CP,
estrechamente relacionado con el borde anterior del telencéfalo. Esta estrecha
asociacion con el cerebro indica que los procesos de axogénesis y diferenciacion
del EO contindan muy activos. En G23, las narinas externas se abren en la
porcion anterodorsolateral de la cabeza. E EO se extiende hacia adelante
ubicandose entre el cerebro anterior y los cuernos trabeculares (CT),
estrechamente relacionado a las narinas externas (Fig. 1.2 A). E OVN no ha
desarrollado todavia. Hacia la region media, el EO se divide en dos ramas, una
dorsolateral a los CT y de otra en posicion ventrolateral a los CT (Fg. 1.2 B).
Estas dos ramas del EO (dorsal: EOD, y ventral: EOV) corresponden al "saco
superior" (Hauptlumen de Rowedder 1937, y Supérieur Sac de Yvroud 1966) y
el "saco posterior inferior" (CGhoanengang de Rowedder 1937, y Sac Choanal de
Yvroud 1966) descriptos por otros autores para otras especies, respectivamente
(Rowedder, 1937; Yvroud, 1966). La conexion entre la CP y la cavidad oral
(coana) se produce hacia la region caudal de la CP en esta etapa. En G24-25,
aparece el OVN como una pequefia evaginacion ventral en el extremo anterior
del EOD (Fg. 1.2 C). Hasta este periodo (G25), no se observan glandulas

vomeronasales (GVN) asociadas al OVN en formacion.
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N

Figura 1.2 : Cortes transversales (5um) de la region nasal de R arenarum en etapa
embrionaria tardia. A,B. Region rostral y media de la cavidad nasal, respectivamente,
en animales en estadio G23. E EO esta dividido en dos ramas en la region nasal
media, la rama dorsal (EOD) y ventral (EOV) (B). C. En G25 el OVN aparece como
una pequefia evaginacion del EO en la region nasal rostral, situado dorsolateralmente
a los cuernos trabeculares (CT). C. cerebro, CO: cavidad oral, NE: narina externa, NI:
narina interna. Barras 100um.

Periodo larval

G26-30. La CP presenta una forma ovoide y se extiende a lo largo del eje
longitudinal del condrocraneo. El EO reviste la pared medial de la CP mientras
que el lado lateral esta revestido por un epitelio simple plano no sensorial (Fg.
1.3 B-D). Bl OVN se observa como una estructura de forma arrifionada
localizada anteroventralmente a la CP, y dorsolateral a los CT (Fig. 1.3 A). En el
extremo rostral de la region nasal, se observa la rama ventral del EO en
contacto directo con la cavidad oral (Fg. 1.3 B). Las narinas externas se
localizan mas dorsalmente que en etapas pre-larvales, en la regidén anterior de

la CP. En la zona media nasal el EO se divide en las ramas dorsal y ventral.

Bl EOd esta expuesto completamente a la CP, mas asociado a la narina
externa, mientras que el EOV mantiene su asociacion con cavidad oral. El EOD
y EOV estan separados por una porcion muy delgada de epitelio no sensorial
(Fig. 1.3 O). En la region media, las narinas externas, la CPy las coanas forman
un canal de comunicacion directo desde el medio exterior a la cavidad oral.
Estas caracteristicas se mantienen en todas las etapas de desarrollo de las
larvas. Caudalmente, el EOD y el EOV se unen formando un epitelio continuo. El
EO cubre también el techo de la CP y forma una estructura en forma de

herradura a la region mas caudal. En la region medial y lateral de la coana se
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desarrollan dos delgados pliegues de tejido que forman una estructura tipo
valvula entre la CPy la cavidad oral (Fig. 1.3 D). El pliegue medial se encuentra

mucho mas desarrollado.

Alrededor de G28-29, se desarrollan los primeros acinos de las GVN en el
tejido conectivo medial al OVN, y dorsal a los CT. Estos se desarrollan

anteriores al EOD y dorsales al EQV (Fig. 1.6 A).

Figura 1.3: Cortes transversales de R. arenarum en estadio G28 de las regiones
rostral (A), mediorostral (B), media (C) y caudal (D) de la cavidad nasal. A. En la
region nasal rostral, el OVN y la rama ventral del EO (EOV) aparecen dorsolaterales
y ventrolaterales a los cuernos trabeculares (CT), respectivamente. B. En la region
rostromedial, el EOD aparece en la pared medial de la camara principal (CP),
mientras que el EOV esta expuesto a la cavidad oral (CO). C. En la regién nasal
media, tanto el EOD como el EQV revisten la pared medial de la CP y estan
separados por una pequefia porcién de epitelio no sensorial (Flechas). D. En la
region nasal caudal dos pliegues delgados de tejido forman una estructura tipo
valvula en las coanas (cabezas de flecha). C. cerebro, NE narina externa, NI:
narina interna. Barra: 200 pm
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G31-39. A medida que la larva crece y se desarrolla, el EO y el OVN
aumentan en tamafio. Las GVN crecen en el tejido conectivo que rodea el OVN,
formando evidentes glandulas tubulares ramificadas (Fig. 1.6 B). A pesar del
aumento de tamafio de la region nasal, las caracteristicas morfolégicas
generales siguen siendo esencialmente las mismas. En G35-36, comienza a
desarrollarse en la regién caudal el tabique nasal cartilaginoso que separa la CP
derecha e izquierda y en G37-38 comienza a desarrollarse la capsula olfatoria

cartilaginosa que rodea a la CP.

G40-41. En esta etapa pre-climax metamorfico ya comienzan a
evidenciarse algunos cambios respecto a la organizacion general de los 6rganos
quimiosensoriales descripta previamente. El EOD comienza a expandirse hacia
rostral y el OVN sigue aumentando en tamarfio, esto hace que el EOD, el OVN, y
el EQV salgan en el mismo plano dorsoventral. El desarrollo de la capsula nasal
se hace mas evidente y separa al EOD del OVN (Fig. 1.4 A). En (41, la camara
media (CM) comienza a desarrollarse en el extremo rostral de la region nasal,
situada dorsalmente al OVN, y anteroventral a la CP. La coana sigue en posicion
ventrolateral a la CP, y empieza a migran caudalmente. Un primordio de lengua
comienza a desarrollarse en el piso de la cavidad oral. En el EOD (pero no en el
EOV) se evidencian vesiculas mucosas intercaladas en el epitelio,

correspondientes al desarrollo de las glandulas de Bowman (Fig. 1.4 By 1.6 C).
Climax metamorfico

G42-45. Las narinas externas cambian de posicion y se sittan en el lado lateral
de la cabeza en G43. El EOD continta expandiéndose rostralmente y ahora es
la primera estructura sensorial que aparece en cortes transversales (Fg. 1.4 C).
Durante las etapas intermedias del climax metamorfico (G43-44) un nuevo
epitelio sensorial se desarrolla en el piso de la CP en la region rostral, asociado
espacialmente a la narina externa (Fig. 1.4 C). La CP y la CM aumentan de
tamafio y se desarrollan los conductos nasolacrimales que desembocan
lateralmente en la CM. Los cartilagos nasales estan bien desarrollados y

subdividen la region nasal. La camara inferior (Cl) se situa en la mitad anterior
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de la region nasal. Es aplanada dorsoventralmente con un diverticulo medial
donde se encuentra el OVN, y un diverticulo lateral recubierto de un epitelio
ciliado no sensorial (Fig. 1.4 D). H EOv queda en un plano mas caudal y
degenera en G43-44 (Fig. 1.4 E).

Figura 1.4: Cortes transversales de R. arenarum en /arvas tardias (41, Ay B), y
larvas en climax metamorfico (G43, C-E). A. H EOD se expande rostralmente y
aparece en el mismo plano de corte que el OVN y el EOV. B. Caudalmente, el EO
reviste la pared medial de la CP. C. Un nuevo epitelio olfatorio se desarrolla en el piso
de la CP en la region anterior cercano a la narina externa (NE, Flechas). D. Los
cartilagos nasales estan bien desarrollados y subdividen las tres cadmaras olfatorias: la
CP, la camara media (CM) en desarrollo y la camara inferior (Cl) que contiene al OVN
en su diverticulo medial (DM) y un epitelio no sensorial en el diverticulo lateral (DL).
E. Caudalmente, el EOD reviste el lado ventromedial y el techo de la CP, la cual se
conecta ventrolateralmente con la cavidad oral (CO). Una porcibn de EOV en
degeneracion puede observarse cerca de la narina interna (NI, cabezas de flecha).
NS: septo nasal, Ocap: capsula olfatoria. Barras: 200um.
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G46-juveniles. Al finalizar la metamorfosis tanto la cabeza como la
region nasal se asemejan al fenotipo adulto. Las narinas externas estan
situadas en el lado lateral de la cabeza, abriendo al exterior en la regién
ateroventral de la CP. Un vestibulo en forma de canal se desarrolla en el piso de
la CP entre la narina externa y el EO que se encuentra levemente elevado
revistiendo la pared medial y el techo de la CP (Fig. 1.5 A). Asimismo, esta
estructura en forma de canal se conecta caudalmente con la CM y la Cl. H
nuevo epitelio sensorial, desarrollado en el piso de la CP durante el climax
metamorfico, aumenta de tamafio. Este epitelio formara, en etapas adultas,
una estructura anatomica identificada como receso olfatorio (RO) en otros
anuros (Helling, 1938). El RO esta separado del EO por tejido conectivo y la
desembocadura de la glandula oral interna (Fig. 1.5 B). Al igual que ocurre en
el EO larval, no hay glandulas de Bowman intercaladas en el epitelio sensorial
del RO, pero estas si se vuelven abundantes en el EO de los juveniles (Fg. 1.5
y 1.6 D). En general, la anatomia de la region nasal en R arenarum
postmetamorfosis es similar a la descripta para otros anuros (Jurgens, 1971).
Las tres camaras nasales (principal, media e inferior) se encuentran
interconectadas en la mitad anterior de la region nasal, mientras que en el
extremo caudal la CP se conecta con la cavidad oral a través de la narina

interna (Fig. 1.5 E).
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Figura 1.5: Cortes transversales de juveniles de AR arenarum (3 meses
postmetamorfosis, lado izquierdo). A. La narina externa (NE) se abre en el lateral de la
CP en su extremo anterior. Las cabezas de flecha y la flecha sefialan las glandulas de
Bowman intercaladas en el EO y el vestibulo en forma de canal, respectivamente. B. E
epitelio sensorial del receso olfatorio desarrollado durante la metamorfosis aumenta en
tamafio (Flecha). La doble cabeza de flecha sefiala la glandula oral interna. C. En la
region nasal media la CP se conecta ventralmente con la camara media (CM) revestida
de epitelio no sensorial. D. Levemente mas caudal que en C, la CM desaparece y la CP se
conecta ventralmente con la cémara inferior (Cl), la cual contiene al OVN en el
diverticulo medial (DM) y epitelio no sensorial en el diverticulo lateral (DL) E.
Caudalmente, la CP se vuelve aplanada y conecta con la cavidad oral (CO)
ventrolateralmente. En el piso de la CP un EO desarrollado se eleva formando la
eminencia olfatoria (Flechas). CNL, conducto naso-lacrimal; NI, narina interna; NS, septo
nasal; OCap, capsula olfatoria. Barras: 200 pm.
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Figura 1.6: Histoquimica de lectinas mostrando el desarrollo de las glandulas
vomeronasales (GVN; usando Ricinus communis Agglutinin, RCA) (A'y B), y las
glandulas de Bowman (GB) en el EO (usando T7riticum vulgaris, WGA) (Cy D). A. En
G29 las GVN se desarrollan en el tejido conectivo medial al OVN. Estas descargan sus
secreciones en la porcion lateral del OVN. B. Las GVN crecen durante el desarrollo
larval formando tubulos ramificados en el tejido conectivo que rodea al OVN (G39). C.
En periodos larvales tardios (G41), aparecen acimulos de mucus intercalados en el EO
correspondientes a las GB en desarrollo (cabezas de flecha). D. Las GB son abundantes
en el EO de los juveniles (Flechas). Barras 100um.
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Ultraestructura del epitelio olfatori o y 6rgano vomeronasal en larvas

de Rhinella arenarum

Los analisis realizados mediante microscopia electrénica de transmision
(MET) permitieron identificar distintos tipos celulares tanto en el EO como en el
OVN durante etapas larvales intermedias (G34-36) en R arenarum. En el EO se
encontraron neuronas receptoras olfatorias (NRO) que presentan cilias en el
extremo apical de su proceso dendritico (usualmente conocido como krnob
dendritico, Fig. 1.7 B y C). Las cilias presentan los cuerpos basales
caracteristicos en el knob dendritico y se pueden encontrar entre una y tres de
éstas cilias en un mismo plano de corte. Por otra parte el EO presenta dos tipos
de células no sensoriales de sostén o sustentaculares, siendo el més abundante
un tipo de célula sustentacular con caracteristicas secretoras (cargadas de
granulos de secrecion), las cuales, probablemente sean las responsables de
generar la capa mucosa que recubre el EO. H otro tipo de célula sustentacular
observado presenta cilias en su extremo apical (entre 7 y 15 en un mismo
plano) y una considerable cantidad de mitocondrias. Este tipo de célula
sustentacular no es tan abundante como el tipo secretor (Fig. 1.7 Ay B). Las
NRO se encuentran intercaladas usualmente entre las células sustentaculares

secretoras (Fig. 1.7 C).

En el OVN, por otra parte, las neuronas receptoras vomeronasales (NRV)
presentan microvellosidades en el extremo apical de su proceso dendritico,
mientras que solo encontramos células sustentaculares de tipo ciliado (Fig. 1.7
Dy E). Al igual que lo observado en el EO, las NRV se encuentran intercaladas
entre las células sustentaculares. En el proceso dendritico de las NRV pudieron
observarse numerosos neurotubulos y entre 1 y 2 centriolos cerca de la porcién

terminal.
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Figura 1.7: Microscopia electrénica de transmision del EO (A-C) y el OVN (D-E) de
larvas intermedias (G34-36) de R arenarum. Solo se muestra la porcién apical de los
epitelios sensoriales. A. El EO presenta dos tipos de células sustentaculares: las células
sustentaculares secretoras (Ss) que presentan abundantes granulos de secreciéon (GS)
en su extremo apical y son las mas comunes, y las células sustentaculares ciliadas (Sc).
By C. Las neuronas sensoriales o receptoras son de tipo ciliadas (Rc) en el EO de esta
especie (las flechas indican los Knobs neuronales donde se encuentran los cuerpos
basales de las cilias). D y E. Las neuronas receptoras vomeronasales presentan
microvellosidades (Rm) en la porcién terminal de su proceso dendritico. Estas neuronas
sensoriales se encuentran intercaladas con células sutentaculares de tipo ciliadas. Las
cabezas de flecha negras identifican los centriolos presentes en las Rm. Magnificacion:
4400X (A, By C), 3000X (D) y 12000X (E).

34



Capitulo |

Presencia y grado de desarrollo del epitelio olfatorio y el 6rgano

vomeronasal en larvas de diferentes especies de anu  ros.

Bl andlisis ontogenético de los drganos olfatorios en R. arenarum mostro
que los renacuajos de esta especie presentan un sistema “dual’ de
quimiodeteccion formado por un EO y un OVN. Ahora bien, la presencia de
estos dos Organos sensoriales en renacuajos, ¢es una caracteristica general en
etapas larvales de anuros? ¢O es una caracteristica que se da solo en algunas
especies puntuales? Con estas preguntas en mente realizamos un andlisis de la

region nasal de renacuajos de 13 especies de anuros.

En todas las especies que hemos analizado encontramos tanto un EO
como un OVN desarrollados durante la etapa larval (Tabla 1.2). Al igual que lo
descripto para R arenarum se observo que el OVN aparece tempranamente
durante la ontogenia de H. pulchellus y X /laevis (G24-25 y N/F37-38),
alrededor de la etapa en que se desarrolla el opérculo en el periodo pre-larval
(G24-25 y N/F40). Durante la etapa larval, las caracteristicas histologicas
generales de ambos sistemas sensoriales en las diferentes especies son
idénticas a las descriptas en otros grupos de vertebrados (Farbman, 1992).
Tanto el EO como el OVN son epitelios pseudoestratificados compuestos
basicamente por tres tipos celulares: las células progenitoras basales, que como
su nombre lo indica se encuentran en contacto con la membrana basal del
epitelio sensorial; las células de soporte o sustentaculares, cuyos nucleos se
encuentran en la zona mas apical del epitelio; y las neuronas sensoriales, cuyos
somas se localizan en el estrato medio del epitelio entre los otros dos tipos
celulares recién descriptos. No encontramos glandulas de Bowman intercaladas
en los epitelios sensoriales durante la etapa larval, pero si existe un desarrollo
considerable de las glandulas vomeronasales, o de Jakobson, que crecen y se

ramifican en el conectivo subyacente al OVN.
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El epitelio sensorial del OVN se localiza en una camara accesoria, O
diverticulo, ubicado rostroventralmente al EO de la CP. E OVN forma una
estructura arrifionada en la region nasal anteromedial. Notablemente, la
posicibn anatomica del OVN dentro de la region nasal se encuentra muy
conservada entre las larvas de diferentes especies (Fig. 1.8). En una direccion
rostrocaudal, el OVN es la primer estructura quimiosensorial que aparece
ubicado dorsolateralmente a los cuernos trabeculares. La mayor variabilidad del
OVN entre las diferentes especies parece estar relacionada con el tamafio del
organo. Por su parte el EO reviste la pared medial y el extremo caudal de la CP.
Al igual que lo descripto para R. arenarum, hemos observado en varias especies
gue una rama del EO se prolonga ventralmente y entra en contacto directo con
la cavidad oral. Esta porciéon del EO a la que nosotros nos referimos como EOV
se encuentra notablemente desarrollada en las larvas de algunas especies
(Tabla 1.2). Todas estas caracteristicas generales de la organizacion anatémica
de los 6rganos quimiosensoriales han sido resumidas en los esquemas de la

figura 1.9.

Tabla 1.2. Presencia y grado de desarrollo del EOy  OVN en larvas de anuros.

Especie OWN EOD EQV (EO expuesto
a la cavidad oral)

Rhinella arenarum + + +

Scinax acuminatus + + +
Hypsiboas curupi + + ++
Hypsiboas pulchellus ++ + ++
Phyllomedusa azurea ++ + +
Limnomedusa macroglossa ++ + +
Dermatonotus muelleri +- + -
Grossodactylus schmiadti + + ++
Physalaemus sp. + + +
Lepidobatrachus llanensis + + -
Leptodactylus latrans ++ + +
Lithobates catesbeianus + + +
Xenopus laevis + + -

+: presente, -: ausente, +-: presente poco desarrollado, ++: presente y

conspicuo.
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Figura 1.8: Cortes de la regién nasal
(plano sagital) en larvas de anuros
mostrando la posicibn del OVN
respecto a la cAmara olfatoria principal
(CP). A. Xenopus laevis (estadio N/F
54). B. Rhinella arenarum (estadio
G35). C. Lithobates catesbeianus
(estadio G34). CO: cavidad oral, NE
narina externa. Los ejes indican: A,
anterior; P: posterior; D, dorsal; V,
ventral. Barras: 200 pm.

B

B OoVvN [COEO DNICT

Figura 1.9: Los esquemas representan la organizacion anatomica general de los
organos quimiosensoriales en larvas de anuros. A. vista dorsal. Los évalos de linea
punteada indican la posicién de las narinas externas (NE). B y C representan cortes
transversales (dorsal hacia arriba) a las alturas indicadas en A con cabezas de flecha
(1 y 2 respectivamente). Se identifica al EO (gris), el OVN (rojo) y los cuernos
trabeculares (CT, rayado). El EOV (rama del EO expuesta a la cavidad oral) puede
estar presente o ausente dependiendo de la especie. NI: narina interna, CO: cavidad
oral, CP: cavidad principal.
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Morfometria del EO y el OVN durante el desarrollo | arval y la

metamorfosis de H. pulchellus , R. arenarum y X. laevis.

Para muchas de las especies que se analizaron en la seccion anterior de
este capitulo, se contaba solo con ejemplares que se encontraban en una etapa
determinada, por lo general acotada, del desarrollo larval (Ver Tabla 1.1 en
materiales y métodos). Si bien, estos ejemplares aportaron datos valiosos para
nuestro analisis morfolégico general de los érganos olfatorios, la informaciéon
que puede obtenerse en estas condiciones no deja de ser acotada. Para
conocer mejor la importancia relativa que pudieran tener los distintos érganos
sensoriales a lo largo del desarrollo larval y la metamorfosis, se realizo un
andlisis morfométrico en tres especies de las que contabamos con toda la serie

del desarrollo ya que podemos reproducirlas en cautiverio.

En las tres especies analizadas, los 6rganos o estructuras sensoriales
crecen en volumen a lo largo del periodo larval de manera mas 0 menos
proporcional al crecimiento del tamario corporal (Fig. 1.10 C-D, 1.11 A-By 1.12
C-D). En H. pulchellus tanto el OVN como la rama del EO expuesta a la cavidad
oral (EOV, Fg. 1.9 A) son considerablemente grandes, alcanzando los 0.011 y
0.017 mm?® respectivamente en etapas larvales avanzadas (G39).
Proporcionalmente, estos dos epitelios juntos representan casi la mitad del
volumen sensorial total durante la etapa larval (alrededor del 20% cada uno;
Fig. 1.10 E). En etapas larvales tardias (G39) el OVN ya no crece tanto como el
EO y representa solo el 12% del volumen sensorial. Como es de esperar, los
mayores cambios ocurren durante la metamorfosis. Estos se dan
fundamentalmente a nivel del EO, el cual ya no presenta una porcion expuesta
a la cavidad oral. A nivel del OVN no se observan grandes cambios ni en su
tamafio total ni en su representacion relativa en los juveniles respecto del

altimo estadio larval analizado (Fig. 1.10 Dy E).
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Los datos morfométricos en R arenarum confirman las observaciones
cualitativas descriptas previamente en este capitulo. El OVN es pequefio en
tamafio total y relativo comparado con el OVN de las otras especies analizadas.
Este apenas alcanza los 0.0047 mm? en larvas avanzadas y representa menos
del 10% del volumen sensorial total durante toda la etapa larval (Fig. 1.11 By
C). Por su parte, el EOV también esta bastante menos desarrollado en R
arenarum respecto a lo observado en H. pulchellus, esta porcion del EO tiene
una importancia relativa mayor durante etapas larvales tempranas (20%, G27)
e intermedias (15%, G31) pero decae a menos del 10% en larvas tardias
(G39). Durante la metamorfosis el EOV desaparece mientras que el OVN no
presenta grandes cambios mas alla de su reubicacion anatoémica. El nuevo
epitelio sensorial (el RO) formado durante el climax metamorfico representa
solo el 1% del volumen sensorial en los juveniles recien metamorfoseados. Sin
embargo, andlisis realizados en adultos mostraron que el RO se vuelve un
organo sensorial conspicuo, identificable incluso bajo Ilupa (datos no

mostrados).

En X /aevis no hay una porcion de EO expuesto a la cavidad oral (EOQV,
Fig. 1.12 A). S bien los 6rganos quimiosensoriales aumentan su tamafo a lo
largo de toda la etapa larval, un aumento muy marcado de estos se observa
durante el pasaje de etapas larvales tempranas a intermedias comparado con el
aumento del tamafio corporal (Fig. 1.12 Cy D). Al igual que lo observado en H.
pulchellus el OVN representa una proporcion importante del volumen sensorial
total en X /aevis durante etapas larvales, llegando a superar el 25% (Fig. 1.12
E) y a alcanzar los 0.0145 mm®. En etapas larvales avanzadas comienza a
desarrollarse la camara media (CM), la cual, en esta especie, esta revestida por
epitelio sensorial. Este representa menos del 5% en larvas tardias (N/F 56)
pero supera el 20% del volumen sensorial total en juveniles recién
metamorfoseados (Fig. 1.12 By E). Por su parte el OVN no modifica su tamafio
durante la metamorfosis aunque pierde importancia relativa debido al

crecimiento del EO en la CPy al desarrollo de la CM.
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Figura 1.10: Datos morfométricos de Hypsiboas pulchellus. A 'y B muestran
imagenes representativas (en corte transversal, dorsal hacia arriba) de la region
nasal en larvas (estadio G27) y juveniles (G46, solo el lado derecho). Estas
imagenes ejemplifican como lucen las estructuras y o6rganos medidos. Barras:
200um. C. Longitud del cuerpo (hocico-cloaca) de animales durante diferentes
etapas del desarrollo larval y la metamorfosis (N=16). D. El grafico muestra el
volumen promedio de los distintos epitelios sensoriales en los estadios analizados
(N=12). E. Los gréaficos muestran la proporcion ocupada por cada estructura u
organo sensorial durante el desarrollo respecto al volumen sensorial total. Los
distintos superindices indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 1.11: Datos morfométricos de Rhinella arenarum. A. Longitud del cuerpo
(hocico-cloaca) de animales durante diferentes etapas del desarrollo larval y la
metamorfosis (N=16). B. B gréfico muestra el volumen promedio de los distintos
epitelios sensoriales en los estadios analizados (N=12). C. Los graficos muestran la
proporcion ocupada por cada estructura u 6rgano sensorial durante el desarrollo
respecto al volumen sensorial total. Los distintos superindices indican diferencias
estadisticamente siagnificativas (p<0.05).
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Figura 1.12: Datos morfométricos de Xenopus laevis. A'y B muestran imagenes
representativas (en corte transversal, solo el lado derecho, dorsal es hacia arriba) de
la regiébn nasal en larvas (estadio N/F53) y juveniles (N/F66). Estas imagenes
ejemplifican como lucen las estructuras y 6érganos medidos. Barras: 200um. Para
abreviaturas ver pag. vi. C. Longitud del cuerpo (hocico-cloaca) de animales durante
diferentes etapas del desarrollo larval y la metamorfosis (N=16). D. E grafico
muestra el volumen promedio de los distintos epitelios sensoriales en los estadios
analizados (N=12). E. Los graficos muestran la proporciobn ocupada por cada
estructura u o6rgano sensorial durante el desarrollo respecto al volumen sensorial
total. Los distintos superindices indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).
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CONCLUSIONES Y DI SCUSION

La primera conclusion importante que podemos obtener de los resultados
presentados en este capitulo es que la presencia de un sistema “dual” de
quimiodeteccion, formado por un EO y un OVN, parece ser una caracteristica
general en larvas de anuros. Independientemente de la etapa larval en que se
encontraran los animales, ambos dérganos sensoriales estaban presentes en
todas las especies que se han estudiado. Estos resultados coinciden con lo
observado previamente por diferentes autores en renacuajos de otras especies
no incluidas en este trabajo de tesis (Jermakowicz et al., 2004, Khalil, 1978,
Rowedder, 1937, Taniguchi et al., 1996, Tsui, 1946, Tsui and Pan, 1946,
Yvroud, 1966).

Para aquellas especies que contabamos con toda la serie del desarrollo (R,
arenarum, H. pulchellus y X laevis) se observo que el OVN aparece
tempranamente durante la ontogenia (alrededor de la etapa en que se forma el
opérculo), en el periodo pre-larval. Esta caracteristica ha sido descripta en
larvas de la mayoria de las especies de anuros en que se ha estudiado la
ontogenia de los 6rganos olfatorios (Cooper, 1943; Tsui, 1946; Khalil, 1978;
Nieuwkoop y Faber, 1994; Taniguchi et al, 1996; Wang et al, 2008). En X
/aevis el OVN aparece en el estadio 37-38 de Nieuwkoop y Faber (N/F), previo
al desarrollo del opérculo (N/F 40) (Nieuwkoop y Faber, 1994). En Rana
pipiens, Rana japonica, Rana nigromaculata, y Rana chensinensis, el OVN
aparece en el estadio 21-22 de Gosner (1960) (G) (Cooper, 1943; Tsui, 1946;
Taniguchi et al., 1996; Wang et al., 2008), mientras que en Rhinella arenarum
e Hypsiboas pulchellus aparece en estadio G 24-25, en todos los casos cercano
o previo al desarrollo del opérculo (G 24-25). Esto implica que, ya sea funcional
0 no, el OVN esta presente durante toda la vida larval en estas especies. Las
caracteristicas histolégicas generales del OVN asi como su posicién dentro de la
cavidad nasal, en la regién anteromedial, estan muy conservadas entre los
renacuajos de distintas especies. El Unico caso registrado que difiere de estas

caracteristicas generales se encontré en el anuro basal Ascaphus truel. En las
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larvas de esta especie el OVN se localiza en un diverticulo ventrolateral de la
cavidad olfatoria (Benzekri y Reiss, 2011). Este dato resulta muy interesante ya
que la posicion ventrolateral del OVN dentro de la cavidad olfatoria es una
caracteristica que se observa por lo general en anfibios urodelos (Stuelpnagel y
Reiss, 2005).

Los analisis de MET del EO y OVN mostraron que existen neuronas
sensoriales morfolégicamente diferenciadas durante la etapa larval de R
arenarum. Bl OVN posee NRV con microvellosidades en su extremo apical y
células sustentaculares ciliadas. Estas caracteristicas ultraestructurales han sido
encontradas también en OVN de las Unicas otras tres especies de anuros
analizadas durante la etapa larval (Tabla 1.3). Mas aun, la presencia de
neuronas con microvellosidades y células sustentaculares ciliadas en el OVN es
una caracteristica muy conservada de este 6rgano en toda la filogenia de
tetrapodos (Eisthen, 1992). Por su parte, el EO de R arenarum mostro
neuronas ciliadas y dos tipos de células sustentaculares: secretoras o ciliadas.
En el EO de larvas de Ascaphus truei y Xenopus laevis se han descripto,
ademas de estos tres tipos celulares identificados en R. arenarum, un segundo
tipo de NRO con microvellosidades en su extremo apical (Hansen et al., 1998;
Benzekri y Reiss, 2011). En Rana japonica, en cambio, no se han encontrado
NRO con microvellosidades en el EO larval (Taniguchi ef a/., 1996), al igual que
lo descripto en R arenarum. La presencia de NRO ciliadas en el EO es una
caracteristica general a todos los vertebrados. En cambio, la ocurrencia de NRO
con microvellosidades en el EO so6lo se da en algunos grupos de vertebrados
(generalmente acuaticos) y se cree que es un caracter ancestral en la filogenia
de vertebrados (Eisthen, 1992). Aunque solo la ultraestructura de estas cuatro
especies de anuros ha sido estudiada durante la etapa larval, de las casi 6000
especies vivientes, es interesante que las NRO con microvellosidades estan
presentes en el EO de dos representantes muy basales dentro de la filogenia de
anuros (Xenopus y Ascaphus) y ausentes en Rana y Rhinella. De todas
maneras, puede ocurrir que las NRO con microvellosidades en realidad existan
en el EO de R. arenarumy R. japonica pero en un numero menor a las NRO

ciliadas, o distribuidas en zonas particulares del EO, y que no se las haya
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encontrado no porque no estén ahi sino por el bajo nimero de especimenes

analizados.

Tabla 1.3: Tipos celulares (neuronas re ceptoras y células sustentaculares)
presentes en el EO y el OVN de larvas de anuros

Especie EO (cavidad principal) OVN Referencia

Rhinella arenarum  Rc Rm(?) Sc Ss Rm Sc En esta Tesis

Xenopus laevis Rc Rm Sc Ss Rm Sc Hansen et al. (1998)
Ascaphus truei Rc Rm Sc Ssm Rm Sc Benzekri y Reiss (2011)
Rana japonica Rc Rm(?) Sc Ss Rm Sc Taniguchi et al. (1995)

Rc, neurona receptora ciliada; Rm, neurona receptora con microvilli; Sc, célula sustentacular
ciliada; Ss, célula sustentacular secretora; Ssm, célula sustentacular secretora con microvilli.

Respecto a las glandulas multicelulares asociadas a los érganos olfatorios,
las Unicas desarrolladas durante la etapa larval son las glandulas de Jacobson o
vomeronasales, aunque desconocemos si éstas tienen alguna implicancia en la
funcionalidad del OVN durante la etapa larval. Por su parte, las glandulas de
Bowman (GB), que son comunes en el EO de tetrapodos (Farbman, 1992),
aparecen intercaladas en el EO recién durante el climax metamérfico de los
anuros. En este sentido el EO de las larvas de anuros, desprovisto de GB, se
asemeja al de los peces. Las secreciones de las GB cumplen un papel
fundamental en la funcion olfatoria generando la capa de mucus que recubre
los epitelios sensoriales. Este mucus no solo evita la desecacion del EO en
animales terrestres sino que ademas contiene proteinas que se unen a las
moléculas de olor (OBP, por sus siglas en inglés: offactory binding protein) y las
transportan hasta los receptores de membrana de las neuronas sensoriales
(Millery et al., 2005).

El analisis morfométrico de los 6rganos olfatorios durante la ontogenia de
H. pulchellus, R. arenarum y X laevis aport0 datos sumamente interesantes
mostrando que los distintos 6rganos o estructuras quimiosensoriales presentan

distinto grado de desarrollo, en cuanto a su tamafio total y relativo, en las
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diferentes especies. El OVN por ejemplo representa mas del 25% del volumen
sensorial total en larvas de X /aevis mientras que en larvas de R. arenarum
nunca alcanza el 10% del volumen sensorial total. Este desarrollo considerable
del OVN en X /aevistambién queda de manifiesto cuando se observa a nivel de
los bulbos olfatorios. En un estudio morfoldgico realizado en larvas avanzadas
de X /aevis (N/F 54-56) se ha encontrado que el numero de glomérulos en el
BOA es mayor que en el BOP (Nezlin y Schild, 2000). Un mayor tamafo de los
organos sensoriales implica un mayor numero de neuronas o neuronas de
mayor tamafio, 0 ambos, y en el caso particular de los o&rganos
guimiosensoriales una mayor superficie de contacto con el medio externo. A
raiz de esto, generalmente se observa que las estructuras u érganos sensoriales
relativamente grandes estdn asociados con un incremento tanto en la
capacidad de deteccion como de procesamiento de la informacion por parte de
ese sistema sensorial, incrementando consecuentemente su sensibilidad
(Catania, 2005). Es imposible por el momento evaluar si existe alguna
correlaciéon entre el grado de desarrollo del SVYN y la sensibilidad o diversidad de
estimulos detectados por este sistema sensorial en renacuajos. Los Organos
quimiosensoriales, y la comunicacion quimica en general, han sido tan
inexplorados en larvas, e incluso adultos, de anfibios anuros que no se sabe
siquiera si el SVN es funcional en este grupo, mucho menos la naturaleza o
diversidad de los estimulos que este sistema sensorial detecta o los

comportamientos que desencadena su activacion.

Muchos animales presentan sistemas sensoriales elaborados o muy
desarrollados para la adquisicion de una modalidad sensorial especifica. El
grado de elaboracion o complejidad de las estructuras sensoriales a menudo se
correlaciona con especializaciones comportamentales o ecoldgicas y mejora el
desempefio del individuo ante una tarea particular (Catania, 2005). En algunos
casos llegan a desarrollarse estructuras extremadamente curiosas y complejas
como es el caso del sistema mecanosensorial del topo nariz de estrella
Condylura cristata (Catania, 1999). En el caso especifico de los oOrganos
olfatorios, en distintos grupos de vertebrados suelen observarse pliegues en las

paredes internas de las cavidades olfatorias. Estos pliegues forman estructuras
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llamadas rosetas en peces y turbinales en reptiles y mamiferos, e incrementan
significativamente el nimero de neuronas y la superficie de contacto del epitelio
sensorial. El grado de complejidad de estos pliegues suele ser proporcional a la
agudeza del sentido del olfato en diferentes grupos: los mamiferos
macrosmaticos, como los perros y los roedores, tienen gran cantidad de
pliegues (Schreider y Raabe, 1981; Craven et al, 2007), mientras que los
microsmaticos, como los primates, presentan disefios mucho mas sencillos
(Smith et al., 2007). Aln asi, esto no quiere decir que la deteccion de estimulos
quimicos en animales con disefios sencillos de sus érganos olfatorios no resulte
fundamental para su reproduccién y supervivencia. En nuestro caso, no se han
encontrado  disefios  llamativamente  elaborados de los  oOrganos
guimiosensoriales en ninguno de los renacuajos de las especies estudiadas. Sin
embargo, la presencia de “especializaciones anatomicas” en los epitelios
sensoriales tanto en etapas larvales como post-metamorficas constituyen una
clara evidencia de la importancia de la deteccion de estimulos quimicos en los

anuros.

Durante la etapa larval, muchas especies exponen (con mayor 0 menor
superficie) una porcion del EO a la cavidad oral (EOV). Todas las especies en
que se encontré6 un EOV presentan el mismo tipo de comportamiento de
alimentacion, son especies “raspadoras’. Estas especies tienen un aparato oral
o disco oral formado por estructuras queratinizadas (filas de denticulos y pico
corneo) que utilizan para raspar el sustrato sumergido y obtener el alimento
(Vera Candioti, 2007). Durante el comportamiento de alimentacion la cavidad
oral se carga de materia organica; el EOV expuesto a la cavidad oral
seguramente este detectando estimulos quimicos que brindan informacion
respecto de la composicion de esta materia organica a los animales. Las
especies en que no hemos encontrado EOV presentan comportamientos de
alimentacion diferentes, no son especies raspadoras y no poseen disco oral con
estructuras queratinizadas. Las larvas de X /laevisy Dermatonotus muelleri se
alimentan por filtracion suspendidas en la columna de agua, mientras que las
larvas de Lepidobatrachus /llanensis son macrofagas voraces que capturan

grandes presas por succion (Vera Candioti, 2007). Seria muy interesante
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realizar un estudio especifico en este tema, extendiendo el andlisis a un nimero
mayor de especies, para evaluar si las diferencias en estas caracteristicas estan
efectivamente relacionadas con diferencias ecolégico-comportamentales y/o con

la historia filogenética de las especies.

Al finalizar la etapa larval el EOV degenera pero otras nuevas
especializaciones anatémicas aparecen. Por ejemplo, en X /aevis la camara
media (CM) esta revestida por epitelio sensorial. La presencia de este EO en la
CM es una caracteristica exclusiva de los Pipidos (Paterson y Hindle, 1951), no
ha sido descripta en otros anuros (Jurgens, 1971), y se lo asocia con los habitos
secundariamente acuaticos de los adultos de este grupo. En Xenopus se ha
demostrado que el EO de la CM permite a los animales seguir detectando
estimulos en el agua luego de la metamorfosis (lida y Kashiwayanagi, 1999).
Por otra parte, es interesante lo que sucede durante la metamorfosis de R,
arenarum, si bien la CM de esta especie no esta revestida por un EO, un nuevo
epitelio sensorial, el receso olfatorio (RO), se desarrolla en el piso de la cavidad
principal. Los adultos de R arenarum son de hébitos terrestres, sin embargo,
como la mayoria de los anuros, regresan al agua para reproducirse. Las
caracteristicas histologicas semejantes al EO larval y la posicion anatémica del
RO indican que este epitelio sensorial podria participar en la deteccion de
estimulos en el agua en animales adultos (Helling, 1938). Experimentos
realizados en nuestro laboratorio, en los que se mantiene adultos de R,
arenarum en peceras con colorantes vitales, mostraron que efectivamente el
agua del medio circundante bafa la superficie sensorial del RO (resultados no

mostrados).
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| NTRODUCCI ON

Los analisis morfologicos comparados, resumidos en el capitulo anterior,
mostraron que los renacuajos presentan un sistema dual de quimiodeteccion
formado por un EO y un OVN. Ahora bien, la pregunta obvia que se desprende
a continuacion es si ambos sistemas sensoriales son funcionales durante la

etapa larval.

Para estudiar la funcionalidad de un sistema sensorial, 0 su participacion
en la deteccion de un estimulo determinado, existen multiples enfoques: puede
medirse la actividad eléctrica de una o un grupo de neuronas (ya sea de las
propias neuronas sensoriales o de los nucleos cerebrales en donde se procesa
la informacién del sistema sensorial evaluado), puede medirse la intensidad de
fluorescencia de colorantes sensibles a iones especificos que se “liberan”
durante la activacion neuronal, o pueden disefiarse experimentos que evallen
la respuesta comportamental de los individuos a estimulos especificos, entre
otras posibilidades. Este tipo de aproximaciones son muy Utiles para el estudio
de los sistemas sensoriales en general. Sin embargo, existen una serie de
cuestiones que deben ser abordadas antes de aventurarnos a evaluar la
deteccibn de estimulos especificos por uno u otro sistema sensorial en
renacuajos, por ejemplo: ¢poseen ambos O6rganos sensoriales neuronas
receptoras diferenciadas?, ¢estan conectadas sinapticamente las neuronas de
estos Organos periféricos con zonas especificas del telencéfalo?, en definitiva
¢estdn ambos sistemas sensoriales ya maduros durante la etapa larval de

anuros?

Dos mecanismos son esenciales para la formacibn de sistemas
quimiosensoriales funcionales: 1) la morfogénesis del epitelio sensorial, nervio y
bulbo, lo cual involucra la correcta organizacion de las conexiones epitelio-
bulbares, y 2) la diferenciacién de las neuronas quimiosensoriales (Farbman,
1992). En este capitulo nos hemos propuesto estudiar, en renacuajos, las

proyecciones axdnicas y conexiones sinapticas del EO y OVN al telencéfalo asi
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como la expresion de marcadores celulares que nos brinden informacién
respecto del estado de maduracién, en cuanto a diferenciacion celular y tisular,
del SO y SVN. S bien estas metodologias no aportan evidencia directa de
funcionalidad, creemos que forman parte del conocimiento bésico necesario
para comprender los sistemas quimiosensoriales en un modelo casi inexplorado

en este sentido como son las larvas de anuros.

Desde hace tiempo se conoce que los érganos olfatorios, tanto EO como
OVN, poseen la capacidad de renovar sus neuronas sensoriales a medida que
estas van muriendo durante la vida del individuo. Este hecho ha convertido al
EO en particular en un modelo clasico para el estudio de la neurogénesis
(Farbman, 1992), lo cual a su vez ha favorecido la identificacion de diferentes

marcadores celulares.

Varios de estos marcadores son comunes a otras poblaciones
neuronales, y muchos estan relacionados con la plasticidad que presentan las
neuronas quimiosensoriales. Las NRO expresan la enolasa especifica de
neuronas, NeuroD, factor de crecimiento nervioso (NGF), epidérmico (EGF), una
adenilato ciclasa especifica de NRO (ACIIIl), moléculas de adhesion, etc.
(Balmer y LaMantia, 2005). Entre estas ultimas, la molécula de adhesion
especifica de neuronas (NCAM') ha sido descripta tanto en el EO como en el
OVN (Schwanzel-Fukuda et al., 1992; Shapiro et al.,, 1997). NCAM participa del
direccionamiento axonal durante el desarrollo del sistema nervioso y se cree
que es muy importante tanto para la segregacion axonal de las neuronas
quimiosensoriales como para la incorporacion de nuevas neuronas al circuito

(Paz et al., 1995; Storan et al., 2004).

Una molécula considerada especifica de neuronas quimiosensoriales y
que sin dudas es el marcador mas ampliamente utilizado es el llamado Offactory
Marker Protein (OMP) descubierto por F. Margolis hace 40 afos (Margolis,
1972). Esta proteina de ubicacion citoplasmatica ha sido identificada tanto en

neuronas del EO como del OVN en una variedad de grupos de vertebrados

! Por su sigla en inglés “Neural Cell Adhesion Molecule’
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(Shapiro et al.,, 1997; Rossler et al.,, 1998; Ferrando et al., 2007; Smith et al.,
2011). Se ha demostrado que OMP participa de la diferenciacion y funcién
neuronal (Reisert et al, 2007; Lee et al, 2011), por lo que se lo utiliza

comunmente como un marcador de neuronas quimiosensoriales maduras.

Otros marcadores que resultan muy Uutiles para identificar distintas
poblaciones neuronales, tanto en el EO como en el OVN, son las proteinas G
asociadas a los receptores de membrana (Halpern y Martinez-Marcos, 2003;
Hansen et al, 2004; Nakamuta et al, 2011). Como ya se menciono
anteriormente, tanto el SO como el SVN poseen receptores de membrana
caracteristicos pertenecientes a diferentes familias de receptores de siete pasos
transmembrana asociados a diferentes vias de sefializacion mediadas por

diferentes proteinas G.
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OBJETIVOS

Con el fin de caracterizar mejor los sistemas quimiosensoriales en renacuajos y
de obtener evidencias del estado de maduracidon de estos sistemas sensoriales,
y tendiendo en cuenta los objetivos generales de la tesis, en este capitulo se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

v' Evaluar la presencia de neuronas quimiosensoriales en el EO y OVN de

renacuajos utilizando marcadores especificos.

v' Evaluar las proyecciones axonicas y las conexiones sinapticas del EO y

OVN con el telencéfalo de renacuajos.

53



Capitulo Il

MATERI ALES Y METODOS

I/ nmunohistoquimica.

Las secciones de tejido, obtenidas como se ha descrito anteriormente, se
desparafinaron, rehidrataron y se lavaron en PBS. Se realiz6 un bloqueo de
peroxidasas enddgenas incubando los cortes en H,O, 5% durante 10 min. (este
paso se realizd solo para cortes procesados para analisis en microscopia de
campo claro). Se bloqued la union a sitios inespecificos con leche libre de grasa
5% durante 45 min. Luego se incubaron los cortes con el anticuerpo primario
durante la noche a 4°C (ver tabla 2.1 para datos especificos). Al otro dia, las
muestras se trataron con el anticuerpo secundario adecuado acoplado a biotina?
durante 45 min. De aqui en adelante los procedimientos difieren si los cortes
fueron procesados para analisis en microscopia de campo claro o fluorescencia.

Campo claro: Luego del anticuerpo secundario, los cortes fueron
incubados con en complejo estreptavidina-HRP® (1/500) durante 45 min. y
revelados con un kit de diaminobenzidina® (DAB). Finalmente los cortes
recibieron una suave coloracion nuclear con hematoxilina, se deshidrataron, se
montaron en DPX y se analizaron y fotografiaron utilizando un microscopio
Leica Reichert Polyvar acoplado a una camara Sony Cybershot DSC P-200.
Huorescencia: Luego del anticuerpo secundario, los cortes
fueron incubados en oscuridad con el complejo estreptavidina-Alexa Fluor 488>
(1/200) durante 45 min. Se realizO una coloracién general de nucleos con
loduro de propidio y se montaron los cortes con una mezcla 1:1 de
glicerol: PBS. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio laser confocal
(Olympus FV-300 conectado a un microscopio Olympus BX-61).
Entre cada uno de los pasos detallados en el protocolo anterior se

realizaron tres lavados con PBS de 5 min. c/u.

% \ector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.
% Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories

“ Dako, Glostrup, Denmark

® Molecular Probes, Eugene, O, EE.UU.
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Tabla 2.1. Detalle de los anticuerpos primarios uti  lizados

Anticuerpo Dilucién Dilucién Origen
primario final (IHQ) | final (WB)

NCAM 1/50 - Ratén (Dr U. Rutishauser, Developmental

Studies Hybridoma Bank, University of lowa)

OMP 1/800 1/5000 Conejo (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
Gao 1/12000 1/5000 Conejo (sc-387, Santa Cruz Biotechnology)
Gaolf 1/1000 1/1000 Conejo (sc-385, Santa Cruz Biotechnology)
Gai2 - - Conejo (sc-7276, Santa Cruz Biotechnology)
Sinaptofisina 1/100 1/1000 Ratén (Sigma-Aldrich)

Marcado de trazos neuronales.

Los animales fueron anestesiados en 0.1% de MS222 y transferidos a una
camara humeda. E agua remanente en la cavidad nasal se secd
cuidadosamente antes de la aplicacion de los trazadores neuronales. Se accedio
a los epitelios sensoriales desde dorsal, a través de las narinas externas sin
provocar ningun dafio en los animales.

Para evidenciar las proyecciones axonicas de las neuronas sensoriales
olfatorias y vomeronasales se utilizaron Dextranoaminas (DA) de 3kD
(Molecular Probes) acopladas a diferentes fluoréforos.

A partir de una solucion saturada de DA acoplada a Alexa Huor 680
(680DA) en agua destilada se recristalizd una pequefia gota en la punta de una
micropipeta de vidrio. La 680DA cargada en la micropipeta fue inyectada
manualmente en el OVN. De la misma manera se aplic6 una DA acoplada a

Tetrametilrodamina (TMRDA) en el EO contralateral. Los animales inyectados
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con las DA se los dejo recuperarse de la anestesia en recipientes individuales
conteniendo solucidon de Ringer para anfibios’. En estas condiciones, los
animales se mantuvieron durante 24 horas a temperatura ambiente. Después
de este tiempo de supervivencia, los renacuajos fueron fijados en solucion de
Bouin y procesados para secciones de parafina (15 um), como se detalla en
capitulo |. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio laser confocal

(Olympus FV-300 conectado a una camara Olympus BX-61).

Experimentos de doble marcado de trazos neuronales e

immunohistoquimica de sinaptofisina.

Animales en diferentes estadios de desarrollo y de especies diferentes
fueron inyectados con DA 3kD (Molecular Probes), fijados en solucién de Bouin
y procesados para cortes en parafina (15 pm) como se describe mas arriba. Las
secciones fueron desparafinadas, rehidratadas hasta PBS, blogueadas para
sitios inespecificos con leche 5% e incubadas ON a 4°C con el anticuerpo
primario anti-Sinaptofisina (ver Tabla 2.1). A continuacion, las secciones fueron
tratadas con el anticuerpo secundario biotinilado apropiado (Vector), seguido
por incubacion con el complejo Estreptavidina-Alexa Huor 488 (Molecular

probes) y montadas con glicerol/PBS para andlisis en microscopia confocal.
Histoquimica de lectinas.

Con el fin de facilitar la identificacion de las estructuras glomerulares en
los bulbos olfatorios, se realizd histoquimica de lectinas utilizando la lectina
Aglutinina de Soja (SBA), la cual se ha empleado para marcar las proyecciones
de los nervios olfatorios en varias especies de anfibios (Meyer et al., 1996). EH

procedimiento general se realizd6 como se detalla en el capitulo I.

60.1M Nad, 1.8mM Kd, 2mM CaCl,, 1mM Mgdl,, 5mM HEPES-NaOH (pH 7.6)
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Western blot.

La region nasal con los nervios olfatorios y la mitad anterior del telencéfalo
de veinte renacuajos de R. arenarum se homogeneizaron en buffer Tris’ con 1X
de un céctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). Las muestras
proteicas (60ug) se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico al 15% (SDS-PAGE). Las proteinas y los marcadores de
peso molecular® fueron transferidos a una membrana de PVDF’, segln se ha
descripto anteriormente (Pozzi et al, 2006). Luego del blogueo de sitios
inespecificos (leche 5% 1 hora a temperatura ambiente) se incubd con
anticuerpo primario (ver Tabla 2.1) en agitacion a 4°C durante toda la noche.
Luego, las membranas se lavaron con buffer Tris-Tween (TTBS) y se incubaron
con el anticuerpo secundario acoplado a la enzima HRP'. A continuacion, las
membranas se lavaron en TTBS y se revelaron con un kit de DAB (Dacko) o
bien utilizando un sistema de deteccion de quimioluminiscencia para visualizar
la actividad de peroxidasa (Chemicon), en cuyo caso la imagen fue capturada
con un analizador de imagen luminiscente LAS-1000 plus (Fuji Photo FIm Co.,
Ltd.).

7100 mM Nadl, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,5% de NP40, 1% de Triton, PMSF 1 mM
8 SeeBlue Plus2 Invitrogen

° Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL, EE.UU.

1% Chemicon, Millipore, Billerica, MA
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RESULTADOS

Caracterizacion de los anticuerpos utilizados

Los controles generales de la técnica de inmunodeteccién consistieron
en: 1) preincubacion del anticuerpo primario con el antigeno sintético especifico
(siempre que estuviera disponible) y 2) omisién del anticuerpo primario en el
protocolo de inmunodeteccion. En ninguno de estos controles negativos se
detectd6 inmunomarcacion en las secciones de tejido. Ademas se realizaron
mediciones por western blot para corroborar la especificidad de las proteinas
detectadas en R arenarum (Fig. 2.1). Esta técnica permitid la identificacion de
bandas especificas con un peso molecular (PM) aproximado esperado de
acuerdo a lo observado en otras especies y a los datos suministrados por las
respectivas empresas fabricantes. Los anticuerpos anti-Gao y Gaolf
reconocieron bandas con un PM aproximado de 44 y 46 KDa respectivamente
(Fig. 2.1 A calles 1 y 3). Estas bandas no se inmunodetectaron al incubar
previamente el anticuerpo primario con el antigeno especifico’ (Fig. 2.1 A
calles 2 y 4) o al omitir el anticuerpo primario del protocolo de inmunodeteccion
(Fig. 2.1 A calle 5). Por otro lado, ninguna banda especifica se observé cuando
las membranas se incubaron con antisuero contra Gai2 (datos no mostrados).
Los anticuerpos anti-OMP y anti-sinaptofisina reconocieron bandas con un PM
aproximado de 16KDa (Fg 2.1 B calle 4) y 38 KDa (Fg 2.1 C calle 2)
respectivamente. Estas bandas aparecen a la misma altura en la membrana que
las bandas especificas reconocidas en homogenatos de rata (calles 3 y 1 en Fig.
2.1 By C, respectivamente); ademas, estas bandas no se observan si se omite
el anticuerpo primario del protocolo de inmunodeteccion (calles 1 y 2 en Fig.
2.1 Bycalles3y4enFg. 2.1 C). La especificidad del anticuerpo anti-NCAM en
R. arenarum ya habia sido corroborada previamente en nuestro laboratorio (Paz
et al., 1995).

1 péptido de bloqueo Gao (sc-387 P) y Gaolf (sc-385 P), Santa Cruz Biotechnology.
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Figura 2.1: Evalucion mediante western blot de la especificidad de los anticuerpos
utilizados. A. Proteina Gao (callel) y Gaolf (calle 3) en homogenatos de R arenarum,
mostrando un peso aproximado de 44 y 46KDa. Las calles 2 y 4 muestran los
controles de preincubacion y la calle 5 omisién del anticuerpo primario. B. OMP en
homogenatos de R arenarum (calles 2 y 4) y homogenatos de rata (calles 1 y 3). Las
calles 3 y 4 muestran las bandas especificas con un peso aproximado de 16KDa, y las
calles 1 y 2 los correspondientes controles negativos. C. Sinaptofisina en
homogenatos de R arenarum (calles 2 y 4) y homogenatos de rata (calles 1 y 3). Las
calles 1 y 2 muestran las bandas especificas con un peso aproximado de 38KDa, y las
calles 3 y 4 los correspondientes controles negativos. Las cabezas de flechamarcan
los estdndares de peso molecular (PM).

Expresion de marcadores celulares como evidencia de | estado de

maduracion de los sistemas quimiosensoriales.

La inmunodeteccion de NCAM nos permitié corroborar la naturaleza
sensorial de todos los epitelios analizados hasta ahora, tanto en etapas larvales
como en juveniles de anuros (Fig. 2.2). NCAM aparece como una marca
conspicua en el EO y el OVN, mostrando una mayor intensidad en los paquetes
de axones presentes en la /amina propria y en los estratos basales de los

epitelios sensoriales.
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Figura 2.2: Inmunodeteccion
de NCAM en cortes
transversales de los epitelios
quimiosensoriales de larvas (A-
C) y juveniles (D y E) de R
arenarum. A. Las ramas dorsal
y ventral del EO (EOD y EQV)
estan separadas por una
porcién de epitelio no sensorial
(flechas; G29). By C. OVN y
EOD (respectivamente) en
larvas estadio G37. D. En
juveniles, NCAM inmunomarca
tanto en EO como el epitelio
sensorial del receso olfatorio
(RO, flecha). La doble cabeza
de flecha sefiala la glandula
oral interna que separa el EO
del RO. GB: glandulas de
Bowman. E. OVN en juveniles.
Las cabezas de flecha sefialan
paquetes de axones en la
lamina propria. Dorsal es arriba
y lateral a la derecha. Barras:
100um.

Por otra parte, la inmunodeteccion de OMP reveld la presencia de NRO
maduras en el EO de todas las especies estudiadas (Fg. 2.3). En R arenarum
se encontraron células OMP inmunoreactivas (ir) en el EO incluso durante la
etapa prelarval (Fig. 2.3 A), aunque estas células no presentaban aun
morfologia de neuronas sensoriales. En cambio, al comenzar las primeras
etapas larvales, las células OMP-ir detectadas en el EO de todas las especies
estudiadas presentaron una morfologia neuronal evidente, mostrando su
proceso dendritico extendido hacia el lumen epitelial (Fig. 2.3 B-D, F, H, y J-K).
La poblacién de NRO OMP-ir ocup6 la mitad apical de este epitelio sensorial. H
OVN, por otra parte, no presento inmunomarca para OMP en ninguna de las
especies estudiadas (Fig 2.3 E, G, | y K). Esta ausencia de inmunomarca de
OMP en el OVN se observo tanto en larvas tempranas como en periodos mas

avanzados del desarrollo larval (Fig. 2.3 E). Es mas, ensayos realizados en
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juveniles y adultos de X /aevis y R arenarum, tampoco mostraron

inmunodeteccion de OMP en el OVN (datos no mostrados).

Con el fin de ampliar la caracterizacion de los 6rganos quimiosensoriales
en renacuajos, se realizé un analisis de la expresion de las proteinas Gaolf, Gao
y Gai2 en etapas larvales intermedias y avanzadas de R. arenarum (G32-38).
Este andlisis permiti6 identificar dos poblaciones neuronales en el EO (Fg. 2.4 A
y B). H anticuerpo contra Gao marcO neuronas bipolares cuyos somas se
encontraron en la mitad basal del EO. Los axones de estas neuronas (que
forman paquetes en la /amina propria) se marcaron intensamente, mientras que
sus proyecciones dendriticas hacia el limen del EO presentaron una marca
mucho mas débil (Fig. 2.4 A). Por su parte, el anticuerpo contra Gaolf marcé
neuronas bipolares cuyos somas se encontraron en la mitad apical del EO. Esta
poblacion de neuronas también present6 evidentes paquetes de axones Gaolf-ir
en la /amina propria, mientras que sus proyecciones dendriticas se marcaron
mas débilmente (Fig. 2.4 B). En el caso de OVN, todas las neuronas resultaron
inmunoreactivas para Gao y sus somas se ubicaron a varias alturas del epitelio
sensorial sin una organizacion aparente (Fig. 2.4 C). Los axones Gao-ir
formaron paquetes en la /amina propria, mientras que los procesos dendriticos
se marcaron intensamente en la porcion terminal la cual se encuentra en
contacto con el lumen del OVN (Fig. 2.4 C). H anticuerpo contra Gaolf no
produjo inmunomarca en el OVN (Fig. 2.4 D), mientras que el anticuerpo contra

Gai2 no presentd inmunomarca ni en el OVN ni en el EO (no mostrado).
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Figura 2.3: Inmunodeteccibn de OMP en los epitelios quimiosensoriales de
renacuajos. A-E. OMP durante el desarrollo de R arenarum A. EOD durante la etapa
prelarval (G25). B. EOD en etapa larval inicial (G27). C. EOD en una etapa larval mas
avanzada (G35). D. EQOV en G 35. E. OVN en G35. F-G. H. pulchellus en estadio G27,
mostrando inmunomarca de OMP en neuronas del EOD (F) pero no en el OVN (G). H-
|. R fernandezae en estadio G27, mostrando inmunomarca de OMP en neuronas del
EOD (H) pero no en el OVN (l). J-K. Xenopus laevis en etapa larval inicial (N/F 47),
mostrando inmunomarca de OMP en neuronas del EO (J) pero no en el OVN (K). En
todos los paneles se muestra solo el lado derecho. Ay C-G son cortes transversales
(dorsal arriba y lateral a la derecha), mientras que B y H-K son cortes horizontales
(anterior arriba y lateral a la derecha). CP, cavidad principal. Barras: 50um
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Figura 2.4: Inmunodeteccion de proteinas Gao (Ay C) y Gaolf (By D) en el epitelio
olfatorio (EO, Ay B) y el 6érgano vomeronasal (OVN, Cy D) en larvas de R. arenarum.
(G36). A. La proteina Gao se expresa en neuronas ubicadas en la mitad basal del EO.
B. Las neuronas inmunoreactivas (ir) para Gaolf se encuentran en el tercio medio del
EO. C. Todas las neuronas del OVN son Gao-ir. D. No se detecta inmunomarca para
Gaolf en el OVN. Las flechas blancas indican los axones de las neuronas sensoriales
formando paquetes en la /amina propria. Barras 100um.

Dado que las NRV resultaron negativas para OMP pero positivas para Gao,
una proteina G que ha sido utilizada por otros autores como marcador de NRV
en diferentes animales (Halpern y Martinez-Marcos, 2003; Date-Ito et al., 2008;
Gonzalez et al., 2011), hemos decidido analizar la expresion de Gao durante la

ontogenia del OVN en H. pulchellusy R. arenarum.

La figura 2.5 resume los resultados obtenidos en estos experimentos.
Como ya describimos en el capitulo anterior, el OVN se forma como una
evaginacion ventral del EO durante la etapa prelarval. Las células de este OVN
en formacion presentaron inmunomarca para Gao (Fg. 2.5 Ay B), incluso se
pueden evidenciar, en la /amina propria, paguetes de axones saliendo de este
grupo de células hacia el telencéfalo (Fig. 2.5 A) y esbozos de procesos

dendriticos en formacion (Fig. 2.5 B). Ya en las primeras etapas larvales las
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células Gao+ del OVN presentan la morfologia bipolar tipica de las neuronas
guimiosensoriales, con sus procesos dendriticos llegando hasta la luz del OVN y
sus axones proyectados hacia la membrana basal (Fig. 2.5 D y E). Todas las
NRV parecen ser Gao-ir. De aqui en adelante el patron se mantiene durante el
resto del desarrollo larval. El OVN simplemente aumenta en tamafio y

consecuentemente el numero de NRV Gao-ir (Fg. 2.5 G, H, Jy K).

Proyecciones axonicas y conexiones sindpticas del e pitelio olfatorio y

el organo vomeronasal con el telencéfalo

Para demostrar que tanto el SO como el SVN han alcanzado un grado
significativo de maduracién durante la etapa larval, de tal forma que nos
permita especular sobre su posible funcionalidad, no sélo basta con demostrar
que ambos sistemas poseen neuronas sensoriales diferenciadas. Es necesario
también definir si estas neuronas estan formando parte del circuito que va a
permitir la deteccion y procesamiento de potenciales estimulos. Es decir, si las
neuronas del EO y OVN estan conectadas sinapticamente con areas especificas

del telencéfalo.
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Figura 2.5: Inmunodeteccion de Gao en el OVN (corte transversal, lado izquierdo) de H.
pulchellus (A, D, Gy J) y R arenarum (B, E, Hy K) durante el desarrollo larval. En la
columna de la derecha (C, F, | y L) se muestran esquemas del aspecto externo general
de las larvas en las diferentes etapas analizadas. Los estadios del desarrollo se
especifican en la esquina superior izquierda de cada foto. A-B. Durante la etapa prelarval
(©), un grupo de células Gao inmunoreactivas (ir), correspondientes al OVN en formacion
(flecha negra), se separan de la porcion ventral del EO. En la /amina propria pueden
verse paquetes de axones Gao-ir saliendo de estos grupos celulares (cabezas de flecha
negras) y corriendo hacia el telencéfalo. D-E. En las primeras etapas larvales (F) las
células Gao-ir del OVN ya presentan la tipica morfologia bipolar de neuronas sensoriales.
Bl inserto en E muestra en detalle una NRV Gao-ir, con su proceso dendritico (flecha
blanca) extendiéndose hacia el lumen (I) del OVN, el soma ubicado en la zona media
(asterisco) y un delgado axon saliendo de su parte proximal (cabezas de flecha blancas);
la linea punteada marca la lamina basal. Las neuronas Gao-ir abarcan todo el OVN, el
cual crece en las etapas lavales intermedias (G-1) y tardias (J-L). C, cerebro; CT, cuernos
trabeculares. Dorsal: arriba, lateral: derecha. Barras: 100um.
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El bulbo olfatorio principal (BOP) y accesorio (BOA) en renacuajos.

Antes de aventurarnos a analizar las proyecciones axonicas del EO y OVN
nos parecio apropiado realizar un analisis de la morfologia general de la porcién
anterior del telencéfalo en renacuajos. Para ello realizamos cortes seriados del
cerebro en los planos transversal y horizontal de larvas de todas las especies
estudiadas. A grandes rasgos, la morfologia de la porcién anterior del
telencéfalo fue muy similar en todas las especies analizadas (Fig. 2.6). El BOP
se presenta como una estructura de organizacion laminar, al igual que ocurre
en el resto de los vertebrados, donde puede distinguirse claramente en
direccion rostrocaudal las capas nerviosa, glomerular y mitral (Fig. 2.6 A). En
todas las especies el BOA puede ser identificado histolégicamente como un
nacleo separado del BOP, sin necesidad de utilizar marcadores especificos (Fg.
2.6 B-C). H BOA también estd organizado en forma laminar y en todas las
especies se lo encontré en posicion ventrolateral en el telencéfalo anterior,
levemente caudal al BOP (Fig. 2.6 A-C). El uso de la técnica de histoquimica de
lectinas facilité la identificacion de estructuras glomerulares, tanto en el BOP
como en el BOA (Fig. 2.6 Ay D-E). En las larvas de todas las especies se
observaron glomérulos bien desarrollados en el BOA, con excepcion de Scinax
acuminatusy Dermatonotus muelleri, en las cuales la capa glomerular del BOA

consistié en una malla fibrilar no estructurada (Fig. 2.6 Fy G).

Una vez que fuimos capaces de distinguir claramente los bulbos olfatorios
(tanto principal como accesorio) en todas las especies, entonces procedimos a

realizar los experimentos de trazados neuronales y conexiones sinapticas.
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Figura 2.6: Posicion y organizacién anatémica del bulbo olfatorio principal (BOP) y
accesorio (BOA) en larvas de anuros. Ay D-F, preparados coloreados con la lectina SBA
(verde) y loduro de propidio (rojo), corte en plano horizontal (Arriba: caudal, derecha:
lateral). B y C, preparados histolégicos coloreados con H-E. A. Telencéfalo anterior
(lado izquierdo) de larvas de Crossodactylus schmidti (G36) mostrando el BOP y BOA.
B. Corte transversal del telencéfalo de H. pulchellus (G34) a la altura del BOA (flechas).
Dorsal arriba. V, ventriculos cerebrales. C. Detalle del BOA izquierdo (delimitado por la
linea negra punteada) mostrado en B. D. Detalle del BOA mostrado en A. E. Detalle del
BOA de Leptodactylus latrans (G37). Las cabezas de flecha en D y E sefialan
estructuras glomerulares identificadas en el BOA. F. Telencéfalo anterior (lado
izquierdo) de Dermatonotus muelleri (G30). G. Misma imagen que en F pero sélo con
ioduro de propidio. cg: capa glomerular, cm: capa de células mitrales, cn: capa
nerviosa. Barras: 200um (Ay B) y 100um (C-F).

En la figura 2.7 se resumen los resultados obtenidos de estos
experimentos. La aplicacion de las dextranoaminas fluorescentes (DA) en el EO
(Fg. 2.7 A) mostré que las NRO proyectan sus axones al BOP (Fig. 2.7 C),
mientras que la aplicacion de DA en el OVN contralateral (Fig. 2.6 B) mostré
que los axones de las NRV se contactan con el BOA (Fg. 2.7 C). Estos
resultados fueron consistentes en las diferentes especies analizadas (Fig. 2.7 C
y D). En unos pocos ejemplares, observamos que algunos trazos neuronales y

glomérulos aparecieron marcados en el BOP cuando se inyectaron DA en el
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OWN ipsilateral (Fig. 2.7 E). Sin embargo, no creemos que esta marca sea de
NRV que envian sus axones al BOP. Por el contrario, este resultado inesperado
seguramente se debe a un artefacto asociado al método de aplicacion de las DA
qgue se ha utilizado. El borde anterior del OE esta estrechamente relacionado
con el OVN, por lo que las NRO de esta zona son muy dificiles de evitar cuando

se inyecta el OVN accediendo por la narina externa en animales intactos.

Para evaluar si existe conexion sinaptica entre las neuronas sensoriales del
EO y el OVN con el cerebro, realizamos experimentos de doble marcado con DA
e inmunodeteccion de sinaptofisina, una proteina de vesiculas sinapticas que es
utilizada para cuantificar y evaluar la distribucion de sinapsis en el cerebro
(Calhoun et al, 1996). La inmunodeteccibn de sinaptofisina produjo un
reticulado tenue en todo el cerebro (lo cual era esperable ya que virtualmente
todas las neuronas presentan esta proteina en sus terminales sinapticas) y una
marca intensa tanto en los glomérulos del BOP (Fig. 2.7 H) como los del BOA
(Fig. 2.7 1). La presencia de inmunomarca de sinaptofisina en ambos bulbos
olfatorios se observa desde las primeras etapas larvales en R. arenarum (G26).
La colocalizacion entre axones de NRO inyectados con DAy la inmunomarca de
sinaptofisina en los glomérulos del BOP demostr6 que las NRO establecen
contacto sindptico con neuronas telencefalicas (seguramente células mitrales)
en el BOP durante la etapa larval (Fig. 2.7 F-G). El mismo resultado pudo
observarse entre las NRV y los glomérulos del BOA, demostrando que ambos

estan conectados sinapticamente durante la etapa larval (Fig. 2.7 H-J).
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Figura 2.7: Proyecciones axolnicas y conecciones sindpticas de las neuronas
sensoriales del EO y el OVN en renacuajos. A-E. Cortes horizontales (anterior arriba)
de renacuajos después de la aplicacion de los trazadores neuronales TMRDA (EO lado
izquierdo, rojo) y 680DA (OVN lado derecho, verde). A-C. R arenarum (G32) se
muestra los sitios de inyeccion en el EO (A) y OVN (B) y los sitios de proyeccién
correspondientes en el cerebro anterior (el BOP y BOA, respectivamente) (C). D.
Cerebro anterior de H. pulchellus (G30). E. Cerebro anterior de X /aevis (N/F54). F-
J. Doble marcado con 680DA (rojo) e inmunodeteccion de sinaptofisina (Sin; verde).
F. Inmunoreactividad (ir) de Sin en cortes horizontales del BOP (lado derecho) de R,
arenarum en estadio G34. G. Misma foto que en F mas 680DA. Las flechas sefialan
tres glomérulos que muestran colocalizacion. H. Sin-ir y 680DA en el BOA de R
arenarum (G35). | y J. Detalles de la zona recuadrada en (F). Los mismos tres
glomérulos son identificados por lineas de puntos circulares en | (Sin-ir) y J (doble
marca, Sin-ir y 680DA). CP:. camara principal, V: ventriculo. La linea punteada
delimita la lamina basal en Ay B. Barras 100 um (excepto para Fy G: 50 um).
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Por otra parte, como el andlisis de expresion de proteinas G en los
epitelios sensoriales reveld la presencia de dos poblaciones neuronales en el EO
(Gao-ir basales, Gaolf-ir apicales), se realizd un analisis con estos anticuerpos a
nivel de los bulbos olfatorios para evaluar si estas poblaciones neuronales,
segregadas en el EO, proyectan sus axones a zonas diferentes en el BOP.
Lamentablemente, como ambos anticuerpos estan hechos en conejo, no se
pudo realizar una doble marcacion, por lo que tuvimos que recurrir a otra
estrategia: se realizaron cortes seriados muy finos del cerebro (5um) los cuales
fueron alternados consecutivamente en dos portaobjetos diferentes. Asi, cada
corte en un portaobjetos es inmediatamente consecutivo a los cortes en el otro
portaobjeto, los cuales fueron sometidos a inmunohistoquimica de Gao y Gaolf.
Los resultados resumidos en la figura 2.8 muestran que ambas poblaciones
neuronales (Gao-ir y Gaolf-ir) proyectan a todo el BOP sin que haya alguna
zona preferentemente representada (Fig. 2.8 A Y B). Es mas, el andlisis
detallado del BOP mostré que, al menos algunos glomérulos se marcaron tanto
con Gao como con Gaolf (Fg. 2.8 Ai, Aii y Bi, Bii). Por su parte, el BOA presento
glomérulos Gao-ir (Fig. 2.8 C), pero no se observé inmunomarca para Gaolf

(Fig. 2.8 D), lo cual coincide con lo observado en el OVN.

Por ultimo, con los resultados obtenidos en este capitulo, sumados a los
conocimientos anatémicos adquiridos en el capitulo anterior, hemos realizado el
esquema de organizacion general de los sistemas quimiosensoriales de larvas
de anuros que se muestra en la figura 2.9. Hasta donde hemos podido
investigar, esta organizacidn general es aplicable para larvas exotroficas de
todas las especies de anuros, con excepcion de las larvas del anuro basal

Ascaphus truel.
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Figura 2.8: Inmunodeteccion de Gao (Ay C) y Gaolf (B y D) en el bulbo olfatorio
principal (BOP, Ay B) y accesorio (BOA, Cy D) de R arenarum (G36). Ai y Aii,
muestran detalles de las zonas correspondientes recuadradas en A. Bi y Bii, Idem
para B. Las cabezas de flecha muestran glomérulos compartidos entre Ai y Bi y entre
Aii y Bii. Las flechas en C sefialan glomérulos Gao-ir en el BOA (delimitado con linea
punteada). A: anterior, D: derecha, I: izquierda, M: medial, L: lateral, P: posterior.

NO: nervio olfatorio. Barras: 100 um.

Il SVN

Figura 2.9: H esguema resume la
organizacion anatomica general de los
sistemas nasales quimiosensoriales
para un renacuajo generalizado. BOA:
bulbo olfatorio accesorio, BOP: bulbo
olfatorio  principal, EO: epitelio
olfatorio, OVN: 6rgano vomeronasal,
SOP: sistema olfatorio principal, SVN:
sistema vomeronasal.
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CONCLUSIONES Y DI SCUSION

En este capitulo hemos estudiado aspectos bioquimicos y estructurales del
SO y SVN de renacuajos. En conjunto, los resultados obtenidos han demostrado
que un grado importante de maduracion, en lo que respecta a parametros de
diferenciacion celular y tisular, se alcanza tanto en el SO como en el SVN
durante la etapa larval de anuros. Ademas, estos resultados han permitido una
caracterizacion inicial de los sistemas quimiosensoriales en renacuajos que,
aunque acotada debido a limitaciones de tipo metodoldgicas®?, constituye una

base solida para el planteo de futuras interrogantes en la temética.

La expresion de OMP en el EO de renacuajos descripta en este capitulo es,
sin duda, una evidencia contundente de la presencia de NRO diferenciadas
(maduras) en este organo sensorial. Durante el desarrollo de mamiferos, la
expresion de OMP en las NRO esta temporalmente regulada y correlacionada
con la llegada de los axones de estas neuronas al BOP (Graziadei et al., 1980).
Aparentemente, la existencia de blancos especificos en el BOP y el
establecimiento de conexiones sinapticas funcionales que suministren factores
troficos a las NRO, parecen ser un requerimiento fundamental para el
mantenimiento de la expresion de OMP, asi como para la sobrevida de las NRO
(Farbman, 1990). En larvas de anuros hemos demostrado la presencia de OMP
en NRO desde los inicios de la etapa larval (primeros estadios larvales). Esto
demuestra que la diferenciacion neuronal en el EO se da muy tempranamente
durante el desarrollo de anuros (probablemente durante la etapa prelarval
cuando tiene lugar la organogénesis del EO) y que al comenzar la etapa de vida

libre (etapa larval) los animales cuentan con una poblacién de NRO funcionales.

Por su parte, el OVN resultdo negativo para OMP en larvas de todas las
especies de anuros estudiadas. ¢Significa esto que el OVN de renacuajos carece

de neuronas sensoriales maduras? En mamiferos, la expresion de OMP ha sido

12 Estas limitaciones estan basadas fundamentalmente en la baja o nula disponibilidad de
herramientas moleculares avanzadas (anticuerpos especificos, secuencias gendémicas, etc.)
cuando se trabaja en especies o0 modelos no tradicionales.
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descripta tanto en el EO como en el OVN (Tarozzo et al., 1998; Dennis et al.,
2004); incluso, OMP esta presente en las neuronas sensoriales del érgano
septal y organo de Grineberg, dos subsistemas olfatorios exclusivos de
roedores (Levai y Strotmann, 2003; Roppolo et a/, 2006). Esto pareciera
argumentar que, efectivamente, la ausencia de expresion de OMP en el OVN de
renacuajos implica la ausencia de NRV maduras. Sin embargo, algunos puntos
importantes, respecto de resultados obtenidos en esta tesis y por otros autores,
deben ser considerados y discutidos antes de emitir una sentencia al respecto.
El primer dato que Illam6 nuestra atencion proviene de ensayos de
inmunohistoquimica que hemos realizado en X /aevisy R arenarum. Las NRV
de juveniles y adultos de estas dos especies tampoco mostraron inmunomarca
para OMP. Este resultado da lugar a dos interpretaciones posibles: 1) que el
OVN carece de NRV maduras durante todas las etapas del ciclo de vida de los
anuros (incluida la etapa adulta), lo cual creemos poco probable, o 2) que las
NRV de anuros expresan una variante de OMP, diferente a la expresada en las
NRO, que no es reconocida por el anticuerpo comercial utilizado. En un
principio, esta segunda opcidon nos pareci6 un tanto aventurada ya que,
aparentemente, OMP estéa codificada por un Unico gen en mamiferos (Danciger
et al., 1989). Sin embargo, se ha demostrado mediante screening de bibliotecas
de cDNA obtenidas de drganos olfatorios de adultos de X /aevis que,
efectivamente, existen variantes de OMP representadas diferencialmente en los
distintos 6rganos quimiosensoriales (Rossler et al, 1998). Los analisis de
hibridacion /n situ mostraron que en la camara principal de Xenopus (que
detecta estimulos en el aire) se expresa la variante XOMP2, mientras que en la
camara media (que detecta estimulos en el agua) se expresa la variante
XOMPL. En el OVN solo se detectaron unas pocas células marcadas con ambas
variantes de OMP por lo que los autores especulan que incluso una tercera
variante, no identificada, de esta proteina se expresaria en X /aevis (Rossler et
al., 1998).

Los andlisis de expresion de diferentes proteinas G en los Organos
quimiosensoriales de renacuajos aportaron datos muy interesantes. Por un

lado, revelaron la existencia de dos poblaciones de NRO segregadas en el EO

73



Capitulo Il

de larvas de R arenarunt. Las NRO cuyos somas se ubicaron en la mitad apical
del EO resultaron Gaolf inmunoreactivas (ir), mientras que las NRO cuyos
somas se ubicaron en la mitad basal del EO resultaron Gao-ir. Un patron similar
de segregacion de NRO (Gaolf-ir y Gao-ir) se ha descripto en el EO de peces
teledsteos, aunque en este caso las NRO Gaolf-ir se ubican basalmente
mientras que las NRO Gao-ir se ubican en la zona apical del EO. Ademas, se ha
demostrado que estas dos poblaciones de NRO de peces difieren entre si en
otros aspectos importantes: las NRO Gaolf-ir son ciliadas y expresan receptores
de membrana tipo OR similares a los de roedores, mientras que las NRO Gao-ir
tienen microvellosidades y expresan receptores de membrana tipo V2R
(Belanger et al., 2003; Hansen et al., 2004). Por otra parte, dos poblaciones
segregadas de NRO (Gao-ir basales y Gaolf-ir apicales, igual que lo hallado en
larvas de R arenarum) se han descripto en el EO de la camara media de
adultos de X /aevis (Nakamuta et al, 2011). En este caso también, las NRO
Gaolf-ir son ciliadas mientras que las NRO Gao-ir parecen tener
microvellosidades. Resulta curioso que este patron de segregaciéon de NRO se
haya encontrado sélo en epitelios que, a priori, participan de la deteccién de
estimulos disueltos en el agua (peces, larvas de R arenarum 'y camara media
de adultos de X /aevis), seria interesante analizar la expresién de proteinas G
en el EO de adultos de R arenarum (momento en el cual se supone que
detectan estimulos volatiles) para ver si este patron de segregacion se

mantiene o se pierde.

En el EO de larvas de R. arenarum s6lo hemos encontrado NRO ciliadas
(capitulo 1). Este resultado, en principio, difiere de lo observado en peces y
xenopus donde NRO con distintas vias de sefializacion presentan distinta
morfologia apical. Sin embargo, como hemos discutido previamente, el hecho
de no haber encontrado NRO con microvellosidades en el EO de R arenarum
no quiere decir que estas no existan. En este sentido, seria interesante realizar
un andlisis combinado de inmunomarcacion de proteinas G con microscopia
electronica a fin de dilucidar si tanto las NRO Gao-ir como las Gaolf-ir

encontradas en el EO de R. arenarum presentan cilias apicales.
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En los vertebrados, cuando las NRO mueren son reemplazadas por nuevas
NRO que surgen a partir de la division y diferenciacion de células progenitoras
ubicadas sobre la lamina basal del EO (Farbman, 1992). En este contexto, es
posible que la poblacion de NRO Gao-ir ubicada en la mitad basal y la poblacién
de NRO Gaolf-ir ubicada en la mitad apical del EO estén representando en
realidad diferentes etapas de maduracion de un mismo tipo neuronal. La
utilizacion de diferentes proteinas G en diferentes etapas de la maduracion de
NRO se ha demostrado en ratones (Chesler et a/.,, 2007). Durante el desarrollo
embrionario tanto las células progenitoras como las NRO inmaduras y maduras
expresan la proteina Gas (cuya activacion estaria involucrada en la coalescencia
de axones en glomérulos especificos), mientras que en etapas post
embrionarias las NRO expresan la proteina Gaolf (la cual esta involucrada en la
transduccién evocada por olor) (Chesler et al., 2007). Sin duda, la poblacién de
células Gao-ir ubicadas basalmente en el EO de R arenarum no corresponde a
células progenitoras pluripotenciales, ya que la inmunodeteccion de Gao revelo
paquetes de axones que llegan al BOP, una caracteristica exclusiva de
neuronas. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que esta
poblacion de NRO Gao-ir sea en realidad una poblacion de neuronas
“inmaduras” que se encuentran en proceso de diferenciacién. Puede ocurrir
entonces que la segregacion observada se deba a la visualizacion de dos
procesos diferentes que ocurren simultaneamente en el EO: por un lado las
NRO Gaolf-ir representarian neuronas “maduras” participando (via Gaolf) de la
transduccion de sefial evocada por olor, mientras que por otro lado las NRO
Gao-ir representarian neuronas “inmaduras” en un activo proceso de
axogénesis (via Gao) que suma nuevas neuronas al circuito. Esta hipotesis
explicaria por qué algunas NRO Gao-ir contactan glomérulos en comun con
NRO Gaolf-ir en el BOP.

En este punto es preciso retomar la discusion respecto a los resultados
obtenidos con la inmunodeteccién de OMP. Curiosamente, la inmunomarca de
OMP se observdé en NRO ubicadas en la mitad apical del EO de manera
consistente en todas las especies y etapas larvales estudiadas.

Lamentablemente, como los anticuerpos anti-OMP y anti-proteinas G estan
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realizados en la misma especie (ver tabla 2.1) no hemos podido realizar dobles
marcaciones con ellos. De todas maneras, dada la distribucion de las
inmunomarcas obtenidas separadamente, es muy probable que OMP colocalize
con la poblacion de NRO Gaolf-ir pero no con las NRO Gao-ir. Este resultado,
aun en el caso de ser alcanzado, tampoco demostraria que las NRO Gao-ir son
neuronas inmaduras ya que, como discutimos mas arriba, es muy probable que
una o varias poblaciones de NRO maduras expresen una variante de OMP no
reconocida por el anticuerpo comercial utilizado. En este sentido, seria
interesante estudiar si alguno de los anticuerpos para NRO inmaduras,
disponibles comercialmente, reconoce epitopes especificos en anfibios, de tal
forma de evaluar si esta poblacion de neuronas corresponde a NRO inmaduras

0 maduras.

Por otra parte, el OVN de H. pulchellus y R arenarum mostré una
expresion masiva de Gao en sus NRV. Esta expresion de Gao se registré desde
etapas tempranas del desarrollo de anuros en las células que constituyen al
OVN en formacion durante la etapa prelarval. Estas células Gao-ir adquieren
rdpidamente una morfologia neuronal bipolar durante las primeras etapas
larvales. La presencia de la proteina Gao en NRV ha sido descripta en anfibios
(Hagino-Yamagishi ef al., 2004; Hagino-Yamagishi y Nakazawa, 2011), reptiles
(Murphy et al., 2001) y mamiferos (Halpern y Martinez-Marcos, 2003). Incluso,
la deteccidbn de esta proteina ha sido utilizada para caracterizar el SVN
presuntivo descripto en el pez pulmonado Protopterus doloi (Gonzalez et al.,
2011).

En algunos mamiferos existen dos poblaciones de NRV segregadas en el
OVN: en la zona basal hay NRV que expresan los receptores de la familia V2R
acoplados a la proteina Gao y proyectan sus axones a la region posterior del
BOA, mientras que en la zona apical las NRV expresan los receptores de la
familia V1R acoplados a la proteina Gai2 y proyectan sus axones a la region
anterior del BOA (Jia y Halpern, 1996; Jia et al, 1997; Matsunami y Buck,
1997; Ryba y Tirindelli, 1997). En nuestros experimentos no hemos detectado

inmunomarca de Gai2 en el OVN de renacuajos. En este sentido, otros autores
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han encontrado que en el OVN de X /aevis sOlo se expresan receptores de la
familia V2R y la proteina acoplada Gao tanto en etapas adultas como larvales
(Hagino-Yamagishi et al, 2004). Aunque también hay que considerar la
posibilidad de que el anticuerpo comercial utilizado para identificar a la proteina

Gai2 en renacuajos tal vez no funcione con especies alternativas.

Finalmente, los experimentos de marcado de trazos neuronales y
expresion de sinaptofisina demostraron que tanto las neuronas del EO como del
OVN proyectan sus axones a areas especificas del telencéfalo donde establecen
contacto sinaptico con neuronas del BOP y BOA. En todas las especies
analizadas, ambos bulbos olfatorios pueden distinguirse con una simple
coloracién topografica general, ya que BOP y BOA forman estructuras
histolégicamente separadas. Resulta muy interesante ademas que los analisis
histoldgicos del telencéfalo anterior realizados con la técnica de histoquimica de
lectinas hayan demostrado la presencia de glomérulos tanto en el BOP como el
BOA. La formacion de los glomérulos requiere del arribo previo de los axones
de las neuronas sensoriales, las cuales se cree que inducen la formacion de la
arborizacion glomerular en las proyecciones dendriticas de las células mitrales
(Malun y Brunjes, 1996; Treloar et al, 1999). Este dato es particularmente
importante para interpretar los resultados obtenidos de aquellas especies que
solo disponiamos de material de coleccion de museo, y en las cuales la técnica
de incorporacion de DA no puede utilizarse. La presencia de estructuras
glomerulares en el BOP y BOA durante la etapa larval sugiere que los axones de
las neuronas sensoriales ya se han contactado con neuronas telencefalicas y
demuestra que un importante grado de maduracion histologico existe en ambos

bulbos olfatorios.
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Participacion de los sistemas quimiosensoriales nasales en
la deteccion de estimulos especificos
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| NTRODUCCION

Sin duda, existen tres cuestiones fundamentales en la vida de cualquier
animal: encontrar pareja para reproducirse, encontrar comida y evitar ser
comido. No existen casos registrados de neotenia en larvas de anuros, por lo
cual, todos aquellos comportamientos asociados generalmente a la
reproduccion estan ausentes en renacuajos. Por el contrario, los otros dos
puntos mencionados (localizacibn de comida y evitacion de predadores) si
resultan trascendentales durante la vida larval. De hecho, la variedad de
comportamientos descriptos en renacuajos, aunque acotados respecto a otros
animales, siempre estan relacionados con estrategias que favorecen el
crecimiento, desarrollo y supervivencia de los individuos hasta la metamorfosis.
En particular, se ha demostrado en numerosos trabajos que la deteccién de
claves quimicas en el ambiente, entre las distintas modalidades sensoriales de
los renacuajos, juega un papel fundamental en la activacion y mediacion de

estos comportamientos (Hoff et al., 1999).

La quimiodeteccion es utilizada por los renacuajos para la localizacion de
fuentes de alimento (Veeranagoudar et al, 2004; Crossland y Shine, 2011,
Crossland et al, 2012), el reconocimiento de predadores (Kiesecker et al.,
1996; Scarabotti et al, 2007; Fraker, 2008a; Gonzalo et al, 2009) y la
deteccion de sefiales de alarma liberadas por coespecificos (Hews y Blaustein,
1985; Hews, 1988; Kiesecker et al, 1999; Mirza et al., 2006; Fraker et al.,
2009). Incluso, los renacuajos son capaces de reconocer el grado de
parentesco entre diferentes individuos de su misma especie a través de sefiales
quimicas (Waldman, 1985; Blaustein y Waldman, 1992; Villinger y Waldman,
2008).

Respecto a la localizacion de fuentes de alimento, esta generalmente
aceptado que se basa casi exclusivamente en la deteccién de sefiales quimicas,
aunque curiosamente este comportamiento ha sido muy poco estudiado o por

lo menos muy poco documentado. Los escasos trabajos realizados al respecto,
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efectivamente, demuestran que las larvas se guian por claves quimicas mas que
por cualquier otra via sensorial (Veeranagoudar et al., 2004; Crossland y Shine,
2011). Sin embargo, en ningun caso se ha analizado cuél es el 6rgano o
sistema sensorial (olfatorio, vomeronasal u otro) involucrado en este

comportamiento.

Por el contrario, la deteccibn de estimulos relacionados con
comportamientos antipredatorios ha sido bastante mas estudiado en larvas de
anuros, al menos desde un punto de vista ecol6gico-comportamental (Hoff et
al, 1999). En los renacuajos, al igual que en muchos otros animales, la
respuesta mas frecuente ante una amenaza de predacién consiste en una
disminucion de los niveles de actividad de los individuos (comportamiento
comunmente conocido como freezing). Por lo general, al detectar un estimulo
que sefiala un riesgo de predacion, los renacuajos cesan todo tipo de actividad
locomotora y simplemente se dejan caer al fondo del estanque, confiando en
no ser detectados (Kiesecker et al, 1996; Kiesecker et al, 1999; Fraker,
2008a). Aunque esta ultima respuesta comportamental antipredatoria suele ser
la més frecuente en renacuajos, por lo menos en la bibliografia, también se han
registrado otros tipos de comportamientos antipredatorios como evitacion de
zonas, uso de refugios o inclusive aumento de la actividad locomotora (Hews y

Blaustein, 1985; Hews, 1988; Kiesecker er al., 1999).

La naturaleza quimica de los estimulos que advierten a los renacuajos de
un riesgo de predacion permanece casi completamente desconocida; aunque
estos estimulos pueden ser claramente divididos en dos tipos: Por un lado, los
renacuajos pueden detectar claves quimicas provenientes del propio predador
(kairomonas') (Kiesecker et al, 1996), y por otro, pueden detectar claves
quimicas liberadas por otros renacuajos a modo de sefiales de alarma
(Kiesecker et al., 1999; Mirza et al.,, 2006; Gonzalo et al., 2007; Fraker et al.,
2009). La respuesta a sefales de alarma liberadas por coespecificos pareciera

ser innata en los renacuajos, ya que animales nacidos en cautiverio responden

! Las kairomonas son moléculas liberadas por un organismo que benefician a individuos de otra
especie que la detectan, sin beneficiar (o incluso perjudicando) al emisor. Este tipo de sefiales
son comunmente empleadas en las interacciones interespecificas de predadores y presas.
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sin haber experimentado nunca un riesgo de predacién, mientras que la
deteccion de predadores pareciera ser, al menos en algunos casos, aprendida al
experimentar simultdneamente claves quimicas del predador y sefiales de
alarma de otros renacuajos (Mirza et al., 2006; Gonzalo et al., 2007; Gonzalo et
al., 2009).

Como estas sefiales de alarma liberadas por los renacuajos evocan
respuestas comportamentales antipredatorias de manera especie-especifica
(Hews y Blaustein, 1985; Hews, 1988; Lefcort y Eiger, 1993; Summey y Mathis,
1998), muchos autores hablan de la liberacion de feromonas de alarma
(Summey y Mathis, 1998; Rajchard, 2006; Hagman y Shine, 2009), aunque la
diversidad de especies utilizada en estos trabajos es, por lo general, acotada y

las distancias filogenéticas entre ellas considerablemente grandes.

La naturaleza quimica y el origen de sintesis de estas sefiales de alarma
han sido muy poco estudiados en renacuajos y los pocos datos disponibles han
dado origen a controversias. Recientemente, se ha caracterizado una feromona
de alarma en renacuajos de la especie Rana sylvatica. Esta feromona parece
consistir en dos pequefios péptidos que son liberados activamente por células
epidérmicas durante un encuentro con un predador y actdan conjuntamente
para evocar la respuesta antipredatoria en renacuajos coespecificos (Fraker et
al., 2009). Otros autores han demostrado que cuando los renacuajos de Rana
aurora son “molestados” simulando un evento de predacién, estos liberan
amonio el cual actia como sefial de alarma para otros renacuajos coespecificos
(Kiesecker et al., 1999). Los autores proponen al amonio como feromona de
alarma en renacuajos de esta especie. Sin embargo, el amonio es el principal
producto de desecho metabdlico en muchas especies acuaticas y de hecho la
liberacion de este compuesto es utilizada también como sefial de alarma por
varias especies animales incluyendo crustaceos y peces (Hazlett, 1989; Chivers
y Smith, 1998; Weber et al., 2012).

Como se observd en renacuajos de R. sylvatica, las sefiales de alarma

pueden ser liberadas activamente como parte de un mecanismo anti-predatorio
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(Fraker et al, 2009). Aunque en la mayoria de los casos se cree que estas
seflales son liberadas involuntariamente como resultado del dafio de tejidos
provocado durante el encuentro con un predador, o incluso en los restos de
presas no digeridos liberados en los desechos del predador (Chivers y Smith,

1998).

Llamativamente, aunque este fendmeno de comunicacion social por
sefiales quimicas de alarma en renacuajos es conocido desde hace mucho
tiempo y ha sido registrado en muchas especies (Pfeiffer, 1966; Hews y
Blaustein, 1985; Hoff er a/., 1999), muy poco se ha estudiado por fuera de los
limites de los enfoques puramente ecolégicos o0 comportamentales y nunca se
ha realizado un analisis integral del tema, en el cual se evalue que 6rgano o

sistema sensorial es el que participa en la deteccion de estos estimulos.
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OBJETIVOS

Siguiendo con los objetivos generales segun se delinearan al comienzo de
la tesis, en este capitulo nos hemos propuesto evaluar la participacion del EO y
el OVN en la deteccion de estimulos especificos.

Para ello hemos elegido analizar dos aspectos bien diferentes de la vida de
los renacuajos. Por un lado, la respuesta a un estimulo relacionado con la
deteccion de fuentes de alimento, y por otro la respuesta a un estimulo
relacionado a la comunicacion social (sefiales de alarma que codifican un riesgo
de predacion).

Como estos estimulos han sido muy poco o nada estudiados en RhAinella
arenarum, los primeros objetivos especificos de este capitulo estan orientados a
explorar aspectos basicos como la existencia de este tipo de estimulos en esta
especie y la caracterizacion de las respuestas comportamentales a dichos
estimulos.

Los objetivos planteados fueron los siguientes:

v' Bvaluar la importancia de claves quimicas y visuales en la deteccion de

fuentes de alimento en renacuajos de R arenarum.

v' Analizar si existen sefiales de alarma que disparen comportamientos

antipredatorios en R arenarum.

v' Caracterizar la respuesta comportamental de larvas de AR arenarum ante

estimulos quimicos de alimento y de alarma.

v’ Evaluar la participacion del OVN y el EO en la deteccién de estos estimulos.
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MATERI ALES Y METODOS

Animales

En esta parte de la tesis hemos utilizado larvas de Rhinella arenarum *
como modelo de estudio. Esto obedece fundamentalmente a dos motivos:
Primero, gran parte del repertorio comportamental mediado por deteccion de
claves quimicas, conocido en renacuajos, ha sido descripto en larvas de
bufénidos, lo cual hace pensar que seguramente las larvas de R. arenarum
también tengan, si no todas, una buena parte de estas capacidades
guimiosensoriales. Segundo, la puesta a punto de metodologias nuevas y
complejas, completamente desconocidas para el laboratorio, como los ensayos
comportamentales y la ablacibn de los 6rganos quimiosensoriales, hicieron
preveer que un gran numero de animales iba a ser requerido. En este sentido,
si bien hemos logrado reproducir artificialmente y obtener renacuajos de varias
especies de anuros durante el transcurso de esta tesis, lo cierto es que para
ninguna especie contamos con un protocolo tan estandarizado, reproducible y
exitoso de reproduccion y cria como el que se ha logrado para R. arenarum a lo

largo de muchos afos de trabajo con esta especie.
Obtencion de los estimulos

Estimulo de alarma. Se tomaron 12 renacuajos de R. arenarum (en
estadio G34-37, biomasa=1,925 ), se anestesiaron en MS222 y se
homogeneizaron enteros (quitando el intestino) en 2 ml de agua declorada
utilizando un potter de homogenizacién con émbolo de teflén. Los animales y el

homogenato fueron manipulados en hielo todo el tiempo. El intestino se quito

2 En realidad, durante la puesta a punto de los ensayos comportametales también se utilizaron
larvas de Hypsiboas pulchellus y Xenopus laevis. Ninguna de las dos especies parecieron
promisorias para utilizarse como modelos en este capitulo. Las larvas de X /aevis no parecieran
detectar sefiales de alarma en homogenatos de coespecificos, o al menos no encontramos un
patron claro de respuesta. Por su parte, las larvas de H. pulchellus se mostraban muy poco
activas todo el tiempo, ya sea durante los ensayos o en sus estanques de cria. Estas no
respondian a ningun estimulo salvo cuando se las tocaba y salian nadando vigorosamente (esto
seguramente se deba a que estas larvas son méas activas durante la noche). Nada de esto fue
incluido en esta tesis debido a que estos datos, al igual que otros, se perdieron durante un robo
sufrido en el laboratorio.
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para evitar mantener restos de comida parcialmente digerida en la solucién
resultante. Luego de homogeneizados, se agregdé agua a las muestras hasta
completar un volumen de 20 ml. La solucion obtenida se centrifugd a 5000g
durante 5 minutos para remover las particulas en suspension y se recupero el
sobrenadante que fue congelado a -20° C hasta su uso (concentracion
final=0,1 g/ml; solucién madre 1:1). Esta solucién madre (1:1) fue utilizada en
todos los experimentos salvo en el experimento de umbral de sensibilidad para
el cual se crearon diluciones seriadas de 1:10, 1:100 y 1:1000 con agregado de
agua declorada a la solucion madre. Se realizaron también homogenatos de
larvas de otras especies (R. fernandezae 'y H. pulchellus) siguiendo el mismo
protocolo y manteniendo constante la concentracion de “masa de

renacuajo/volumen de agua” en ~0,1g/ml.

Estimulo de alimento. Este estimulo se obtuvo a partir de la suspension
resultante en el agua luego de hervir acelga con la que se alimenta a los
animales en condiciones de cautiverio. Para controlar y estandarizar la
concentracion de estimulo utilizado en los diferentes ensayos el mismo se
prepard hirviendo 200 g de acelga (sélo la parte de la hoja) en 200 ml de agua
durante 15 minutos en microondas a 900 Watts. E agua resultante de este
proceso se filtré para remover particulas pequefias en suspension y se guardo a
-20° C. Este liquido fue utilizado como estimulo quimico de alimento. Ademas,
se armaron pequefios paquetes de 2 g de acelga hervida para utilizarlos como

estimulo visual de alimento.
Diserio experimental

Todas las pruebas comportamentales se realizaron en un cuarto
acondicionado para tal fin y en una franja horaria restringida de 10 a 14 hs

para evitar posibles efectos circadianos sobre el comportamiento.

Experimentos de actividad. Se utilizaron peceras de vidrio
rectangulares de 24 x 18 x 8 cm, conteniendo 1.5 L de agua declorada a 21° C.
El esquema de la figura 3.1 A resume las condiciones y el protocolo de

estimulacion utilizados. Cada sujeto experimental fue testeado sélo una vez y
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de forma individual. Al momento del testeo, los renacuajos (estadio G34-37)
fueron transferidos desde su estanque de cria a la arena experimental donde se
les permiti6 aclimatarse durante 10-15 min. Luego de este tiempo de
aclimatacién comenzo a registrarse con una camara de video digital suspendida
50 cm por encima de la pecera. Cada ensayo tuvo una duracion de 12 min. y
consistié en un periodo de 6 min. pre- y 6 min. post-estimulo. El agregado de
los diferentes estimulos (2 ml de homogenato de animales coespecificos o
heteroespecificos) o control (agua declorada) se realizd con pipeta Pasteur
durante un lapso temporal de 10 seg., comenzando en los ultimos 5 seg. De los
6 min. pre-estimulo. La pipeta fue posicionada a 45° para evitar hacer sombra
sobre la pecera y con la punta apenas tocando la superficie del agua. La
liberacion del estimulo fue continua (a una tasa aproximada de 200 ul/seg.) y
recorriendo suavemente la longitud de la arena para maximizar su difusion.
Ensayos realizados con azul de metileno mostraron que los 2 ml de solucion
agregados de esta manera demoran aproximadamente 5-10 segundos en

distribuirse por toda la arena.

De los videos registrados se cronometrd la cantidad de tiempo que los
animales permanecieron activos (en movimiento) durante los 6 min. pre y post
agregado del estimulo. Con estos datos se calculd la variable “cambio en los
niveles de actividad” (tiempo activo post-estimulo menos tiempo activo pre-

estimulo) la cual se utilizd para comparar los diferentes grupos.

Experimentos de eleccién-evitacion. En este caso se utilizaron
peceras de vidrio rectangulares de 28 x 14 x 12 cm conteniendo 1 L de agua
declorada a 21°C. H esquema de la figura 3.1 B resume las condiciones y el
protocolo de estimulacion utilizados. Se traz6é una linea media perpendicular al
eje mayor dividiendo las peceras en dos zonas iguales (Zonas A y B). Cada
animal fue aclimatado durante 10-15 min., luego se agregdé el estimulo
correspondiente (ya sea de alarma o de alimento) e inmediatamente después
comenzO a registrarse en video durante 4 min. Los animales testeados con

estimulos de alimento (ya sea quimico o visual) fueron hambreados
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previamente, quitandoles la comida de sus estanques de cria el dia anterior al

ensayo.

Agregado del estimulo: se descargd 400ul de soluciéon durante un lapso de
4 segundos (tasa de descarga aproximada de 100 ul/seg.) utilizando una pipeta
automatica posicionada perpendicularmente a la superficie del agua. El estimulo
fue asignado aleatoriamente a la zona A o B y se descargé siempre sobre un
punto fijo situado en la linea media longitudinal y a 3 cm de distancia del borde
terminal. En todos los casos se descarg0, simultaneamente al estimulo, solucion
control (400 pl de agua) en el punto fijo de la zona opuesta. Ensayos realizados
con colorantes mostraron que los 400ul de solucion descargados en los puntos
fijos y en las condiciones mencionadas demoran 6 min. 0 mas en alcanzar la
linea media que delimita las zonas A y B. Ademas, se realizo un control para
evaluar si los animales mostraban preferencia por alguna zona debida a
factores no controlados. Para ello se agreg6 agua en los puntos fijos de ambas

zonas (A 'y B) siguiendo las condiciones descriptas mas arriba.

Para evaluar si otros sistemas sensoriales como el visual participan en la
deteccion y/o localizacion de fuentes de alimento se realizO otra serie de
experimentos: Se colocaron dos recipientes cilindricos (radio = 1.8 cm, altura 9
cm) de vidrio transparente en los puntos fijos de las zonas A y B (aquellos en
donde se “sembraban” los estimulos quimicos en el experimento anterior),
estos recipientes permiten la deteccion de claves visuales pero no permiten el
intercambio de moléculas. Los cilindros se cargaron con agua hasta alcanzar el
nivel de la pecera. Cada animal se aclimato durante 10-15 min., luego se
agrego 2 g de acelga dentro de uno de los cilindros elegido al azar y se registré

en video durante 4 min.

De todos los videos obtenidos se cuantifico el tiempo que los animales
permanecieron en las zonas A y B asi como el numero de cruces por la linea

media.
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Figura 3.1: Disefio de la arena experimental, condiciones y protocolo de
estimulacién y registro de los experimentos de actividad (A) y eleccion-evitacion (B)
ante diferentes estimulos. FHechas blanca y negra: comienzo y fin de la filmacion,
respectivamente. Flecha roja: agregado del estimulo.

Ablacion del OVN y el EO

Los animales (larvas de AR arenarum en estadio G35-36) fueron
anestesiados en 0.1% de MS222 y transferidos a una camara humeda. La
camara se mantuvo todo el tiempo apoyada sobre un refrigerante y bajo
microscopio estereoscopico se procedid a la ablacion bilateral de los 6rganos

quimiosensoriales.

OVN. A diferencia de otras especies, los renacuajos de R arenarum
presentan una pigmentacion dérmica muy abundante, mayoritariamente
compuesta por melanina, que dificulta la observacion de estructuras internas en
animales intactos. Sin embargo, los epitelios olfatorios (OVN y EO) también
presentan pigmento en el conectivo subyacente haciendo que el area donde
estos se encuentran (zona anterior, medial y caudal a la narina externa) luzca
aun mas oscura que el resto del cuerpo (Fig. 3.2 A). Sumado a esto, los
conocimientos anatoémicos que se han adquirido de esta especie, producto de
su utilizacibn como modelo experimental en el laboratorio, nos permitio
remover quirdrgicamente el OVN aln cuando éste no puede ser observarlo

directamente en el momento de la intervencion.
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Para ello se utilizaron agujas de jeringas de tuberculina como micro
cuchillas. Accediendo por la narina externa (NE), la aguja fue introducida en
direccion rostromedial entre la epidermis y los cuernos trabeculares a la altura
del borde anterior de la NE (Fig. 3.2 A). En esta zona se encuentra el borde
anterior del EO y el extremo caudal del OVN. La aguja se movié repetidamente
en sentido vertical y luego desplazandola unos milimetros hacia rostral,
tratando de romper la conexién del OVN. Luego se aspiré la zona pigmentada
rostral al area intervenida, utilizando una pipeta Pasteur de vidrio estirada para
reducir el diametro de la punta y conectada a una manguera de bajo calibre
(OVN; Fg. 3.2 B). Los cortes histologicos de animales ablacionados
unilateralmente mostraron que el OVN es removido sin causar mayores dafos
en el EO (Fg. 3.2 Cy D).

EO + OVN. Debido a su organizacion anatémica no es posible ablacionar
completamente el EO sin dafiar al OVN, por lo tanto ambos érganos sensoriales
fueron removidos en este grupo experimental. En este caso se utilizaron agujas
de acero afiladas manualmente (por desgaste sobre piedra) montadas sobre un
mandril el cual, a su vez, fue atornillado a un soldador de estafio. Accediendo a
través de la NE, esta herramienta nos permitié cauterizar la region nasal al

mismo tiempo que los epitelios quimiosensoriales eran raspados.

Luego de la intervencion, los animales fueron transferidos a recipientes
individuales con solucion de Ringer estéril para anfibios y se los dejé
recuperarse por 48hs. en un sitio aislado sin ser molestados ni alimentados. La
sobrevida a estas intervenciones es alta, superando el 90% en animales con
ablacion del OVN (OVNX) y entre el 80 y 90% para animales en que se
ablacionaron tanto el EO como el OVN (EOX).

Luego de transcurrido el tiempo de recuperacion, y antes de someterlos
a las pruebas comportamentales, los animales fueron controlados durante unos
15 a 20 min., a fin de constatar que presentaran un comportamiento “normal”
(se observo el nivel de actividad de los mismos). Los animales que no realizaron

ningun tipo de movimiento durante este tiempo fueron excluidos de los
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posteriores ensayos. Ademas, al terminar la prueba comportamental cada
animal fue fijado y procesado para histologia a fin de corroborar la correcta y

total ablacion de el o los 6rganos sensoriales correspondientes.

Figura 3.2: Ablacion unilateral del OVN en R arenarum. A. Vista dorsal de la
region cefalica. La flecha roja y la linea punteada muestran el punto de entrada y
corte de la microcuchilla, respectivamente. B. Vista dorsal del animal mostrado en A
luego del corte y aspirado del OVN. C y D muestran preparados histolégicos (H-E)
de cortes transversales a las alturas 1 y 2 sefialadas en B, respectivamente. Notese
que el OVN es removido exitosamente sin dafiar el EO localizado méas caudalmente.
Barras: 1 mm en Ay B, 200um en Cvy D.

Cuantificacion de neuronas quim Josensoriales activadas utilizando

incorporacion de Agmatina (AGB)

La agmatina (1-amino-4-guanidobutano o AGB) es un analogo de la
guanidina que atraviesa canales cationicos de manera no selectiva durante la

activacion neuronal (Marc, 1999). Esta molécula puede ser inmunodetectada
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utilizando anticuerpos especificos, permitiendo asi la visualizacion de neuronas
individuales que hayan respondido a un estimulo determinado. Esta
metodologia ya ha sido previamente utilizada para demostrar el marcado de
neuronas quimiosensoriales estimuladas con olores tanto en vertebrados como

invertebrados (Michel er a/., 1999; Wirsig-Wiechmann et al., 2002).

Se utilizaron las siguientes soluciones: estimulo de alimento, estimulo de
alarma (homogenato de R. arenarum) o control (agua declorada). Cada una de
estas soluciones fue mezclada 1:1 con AGB 6mM disuelto en PBS, dando una
concentracion final de AGB 3mM. Los animales (G35-37) fueron anestesiados y
colocados en una camara himeda bajo lupa. Se sec6 cuidadosamente el exceso
de agua de las cavidades nasales y se descargaron 0.5 pl de solucion sobre
cada narina utilizando una pipeta automatica; se esper6 1 min. y luego se lavo
cada narina con 5 pl de PBS. Este proceso se repitio 5 veces y luego se
transfirié a los renacuajos a recipientes individuales. Al dia siguiente se fij6° a
los animales y se los procesé para inmunohistoquimica. La inmunodeteccion de

AGB’ se realiz6 siguiendo el protocolo general descrito en el capitulo I1.
Analisis estadisticos

Los experimentos en que se analiza actividad (cruces por linea media) y
cambio de actividad (tiempo en movimiento pre-estimulo menos post-estimulo)
fueron analizados mediante un test de t o andlisis de varianza (ANOVA) de un
factor seguido de pruebas post-hoc de Tukey, segun correspondiera de acuerdo
al nimero de grupos comparados. En el caso de los experimentos de actividad
(cruce por linea media) en que los datos fueron discriminados durante los
diferentes tiempos del ensayo se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas. Para
los experimentos de eleccion-evitacion se realizaron pruebas de t pareadas.
Todos los datos reunieron los supuestos para el andlisis paramétrico
(normalidad y homogeneidad de varianzas) y se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando el p fue menor a 0.05. E numero de

replicas o sujetos experimentales utilizados para cada experimento se detalla en

% 70% solucion saturada de Acido picrico, 27,5% formol, 2,5% glutaraldehido
“ Anti-AGB (conejo). Dilucién: 1/500
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los epigrafes de los gréficos correspondientes. En todos los casos se grafican
las medias + error estandar. Los calculos estadisticos se realizaron utilizando el

software InfoStat.
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RESULTADQOS

Caracterizacion de las respuestas comportamentales ante diferentes

estimulos quimicos presentes en el agua

Estimulo de alimento.

La respuesta comportamental de larvas de R. arenarum ante la presencia
de alimento es bien conocida en nuestro laboratorio debido a que esta especie
es utilizada desde hace ya muchos afios como modelo experimental y todos
participamos activamente de su cria y mantenimiento. Al introducir el alimento
(trozos de acelga hervida) en los estanques de cria se observa que, a los pocos
segundos, los animales comienzan a manifestar un comportamiento
estereotipado que no se corresponde con ninguna otra actividad. Este
comportamiento consiste en ramonear el sustrato (usualmente el fondo del
estanque, pero también pueden ser los laterales) protruyendo los dientes y pico
corneo que forman parte del aparato oral de estos renacuajos. Este ramoneo
produce un balanceo vertical de la porcion anterior del cuerpo, al tiempo que la
cola se agita suavemente. Mientras realizan estos movimientos, los animales
suelen desplazarse unos pocos milimetros, ya sea hacia delante, hacia atras o
hacia los laterales, sin dejar de ramonear. Eventualmente, luego de unos
segundos de realizar esta actividad, si los animales no encuentran la fuente de
alimento detienen este comportamiento, se desplazan unos centimetros y
retoman la actividad de ramoneo. Esta alternancia entre ramoneo y pequefos

desplazamientos se repite hasta que el animal encuentra la fuente de alimento.

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio sugieren que este
comportamiento es desencadenado por la deteccion de sefiales quimicas pero,
estrictamente, no se han disefiado experimentos que analicen la participacion
de otras vias sensoriales en la deteccion y localizacion de alimento. Con el fin

de evaluar la importancia relativa que pudieran tener las distintas vias
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sensoriales en la deteccion de alimento y obtener datos cuantitativos a partir de
pruebas comportamentales hemos realizado los experimentos de eleccidn-

evitacion cuyos resultados se resumen en la figura 3.3.

Los animales sometidos a estimulo control (agua) no mostraron
preferencia por ninguna zona en particular de la arena experimental (Fig 3.3 A),
demostrando que los factores externos fueron bien controlados durante los
experimentos. La actividad exploratoria de los animales control fue bastante
alta con un promedio de 8.16 + 0.7 cruces por la linea media (CxLM) durante
los 4 min. de testeo (Fig 3.3 D). Cuando agregamos el estimulo quimico de
alimento los animales pasaron mucho mas tiempo en la zona donde el estimulo
fue sembrado (226.05 + 3.6 seg. De los 240 seg totales de registro; Fig 3.3 B).
En cambio, con el estimulo visual de alimento, los animales se comportaron
igual que los animales controles, sin mostrar preferencia por ninguna zona en
particular de la arena experimental (Fig 3.3 C) y alcanzando los mismos niveles
de actividad (8.5 + 0.9 CxLM; Fg 3.3 D). Por su parte, los animales con
estimulo quimico presentaron una actividad exploratoria significativamente
menor al control (1.5 + 0.4 CxLM; Fig. 3.3 D). Esto se debid a que una vez que
los renacuajos entraron a la zona sembrada con el estimulo se dispard el

comportamiento de ramoneo y ya no volvieron a salir de ella.
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Figura 3.3: Experimentos de eleccidn-evitacion frente a estimulos de alimento. A.
Control: Se grafica el tiempo que los animales pasan en cada zona (izquierda y derecha)
de la arena experimental, cuando en ambas zonas se siembra agua declorada (N=6). B.
Estimulo quimico: se grafica el tiempo que los animales pasan en la zona sembrada con
el estimulo quimico de alimento (Est Quimico) y el tiempo que pasan en la zona
sembrada con agua (Opuesto; N=6). C. Idem B pero con estimulo visual de alimento
(N=6). D. Cruces por linea media de los tres grupos experimentales (N=18). NS:
diferencias no significativas.

Estimulo de alarma.

Experimentos de actividad.

Los experimentos comportamentales mostraron que las larvas de R
arenarum disminuyeron significativamente sus niveles de actividad cuando
fueron expuestas a homogenatos de renacuajos coespecificos (Fig. 3.4 A). La
disminucion de los niveles de actividad es una tipica respuesta antipredatoria en
larvas de anuros (Kiesecker et al, 1996; Chivers y Mirza, 2001), lo cual
demuestra que los renacuajos detectaron en este homogenato alguna sefial
que les indicd un riesgo de predacion (sefial de alarma). Esta respuesta

antipredatoria no se manifestdé cuando las larvas fueron expuestas a
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homogenatos de renacuajos heteroespecificos de la especie H. pulchellus (Fg.
3.4 A). Es mas, aunque las diferencias resultaron no significativa, las larvas
estuvieron un poco mas activas al exponerlas al homogenato de H. pulchellus.
Gran parte de esta actividad se debié a que este homogenato dispar6 un

comportamiento de ramoneo en los renacuajos de R. arenarum.

Para caracterizar un poco mejor la respuesta antipredatoria ante sefiales
de alarma en R. arenarum 'y conocer cual es el umbral minimo de deteccion
realizamos experimentos con diluciones sucesivas del homogenato original (1:1)
cuyos resultados se muestran en la figura 3.4 B. Los animales expuestos a
homogenato diluido 10 veces presentaron los mismos niveles de reduccién de
actividad que los expuestos a homogenato original, los expuestos a la dilucién
1:100 reducen parcialmente su actividad, mientras que los animales expuestos
a homogenatos diluidos 1000 veces no difieren en sus niveles de actividad

respecto al control (Fg 3.4 B).
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Un fendbmeno bastante conocido entre larvas de anuros es el de “Ain
recognition™ los animales pueden reconocer mediante sefiales quimicas a sus
renacuajos hermanos, e incluso a los medio hermanos, es decir, aquellos
renacuajos con los que comparten solo uno de los parentales (Waldman, 1985).
Como el estimulo que hemos usado (homogenato de renacuajos enteros) es un
estimulo complejo, quisimos descartar que la respuesta antipredatoria ante
homogenatos coespecificos no se deba, en realidad, a la deteccion simultanea
de productos de desecho generales (como amonio) junto con claves quimicas
que indiquen parentesco, como las empleadas en el reconocimiento de
hermanos. Para ello realizamos un experimento de actividad frente a
homogenatos de coespecificos pero utilizando diferentes camadas de animales
no emparentados. Los resultados, resumidos en la figura 3.5, demostraron que
las larvas de AR arenarum disminuyeron sus niveles de actividad
independientemente de si el homogenato es o no realizado con animales

emparentados.

Figura 3.5: Cambio en los
niveles de actividad de
renacuajos de R. arenarum
expuestos a: agua (control),
homogenato de hermanos
(H) y homogenato de no
hermanos (NH) (N=12).
Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente
250 significativas (p<0.05).
Ctrol H NH

o
o
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) 4
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Si bien en todos los casos en que las larvas de R arenarum respondieron
a sefiales de alarma (ya sea con homogenatos de hermanos, no hermanos o
diluidos) la disminucion en los niveles de actividad fue muy evidente, un analisis
mas detallado de los videos registrados en los ensayos reveld que la respuesta
comportamental parece ser un poco mas compleja. Durante lo primeros

segundos de exposicion al estimulo las larvas presentaron arranques
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“explosivos” de actividad locomotora natatoria, que a simple vista superaba la
velocidad de nado normal. Durante estos nados las larvas solian recorrer varias
veces la totalidad de la pecera y con frecuencia cambiaban bruscamente la
direccion de desplazamiento. Estas observaciones nos llevd a plantear la
necesidad de pensar en otro disefio experimental que nos permitiera analizar
otros aspectos de las respuestas comportamentales ante sefiales de alarma en

R arenarum.

Experimentos de eleccion-evitacion.

Los resultados de estos experimentos mostraron que cuando las larvas
fueron expuestas a la sefial de alarma restringida a una zona particular de la
arena, las mismas evitaron esta zona pasando significativamente mucho mas
tiempo en el lado opuesto (208.2 + 6.6 seg. De los 240 seg. Totales de
registro; Fg. 3.6 B). El niumero de cruces por la linea media nos da una idea
aproximada de la actividad exploratoria de los animales. Cuando se comparé
esta variable entre animales expuestos al estimulo y animales expuestos a
control, tomando el tiempo total que dura el ensayo, no se observaron
diferencias entre ambos grupos (7.5 £ 0.5y 8.2 + 1.3 CxLM, respectivamente;
Fig. 3.6 C). Sin embargo, al igual que lo ocurrido con los experimentos de
actividad, el comportamiento durante los primeros segundos de contacto con el
estimulo de alarma fue muy diferente respecto a tiempos posteriores, por lo
que se decidio analizar esta variable discriminando los primeros 2 minutos del

ensayo de los 2 minutos finales del mismo.

Los animales controles registraron, en promedio, la misma cantidad de
CxXLM en los primeros y ultimos 2 minutos del ensayo (4.4 £+ 0.8y 4 + 0.7
CxLM, respectivamente). En los animales expuestos al estimulo de alarma, en
cambio, casi la totalidad de los CxLM se registraron en los primeros 2 minutos
del ensayo (7 = 0.6 CxLM; siendo significativamente mas altos que el control);
mientras que casi no hubo actividad durante los 2 ultimos minutos (0.4 £ 0.5

CxLM; siendo significativamente mas baja que el control) (Fig. 3.6 D).
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Figura 3.6: Experimentos de eleccion-evitacion frente a sefiales de alarma. A.
Control: se grafica el tiempo que los animales pasan en cada zona (izquierda y
derecha) de la arena experimental, cuando en ambas zonas se siembra agua
declorada (N=5). B. Homogenato R. arenarum. se grafica el tiempo que los
animales pasan en la zona sembrada con el estimulo quimico de alarma (Est) y el
tiempo que pasan en la zona sembrada con agua (Opuesto; N=5). C. Pasos
totales por linea media (N=10) en ambos grupos. D. Pasos por linea media en
ambos grupos experimentales pero discriminando en: los 2 primeros y los 2
altimos minutos del experimento (Min 2 y Min 4, respectivamente). *: p=0.0175,
**: p=0.0007.

En resumen, el comportamiento antipredatorio en larvas de R. arenarum
disparado por sefiales de alarma presentes en homogenatos coespecificos
parece tener varios componentes: Ante el contacto inicial con el estimulo la
primera respuesta parece ser de escape, los animales manifiestan una enérgica
actividad locomotora de nado, cuyo objetivo seria salir lo antes posible de la
zona de peligro. Luego de este comportamiento, los animales optan por

permanecer en un lugar mas seguro (evitan la zona donde el estimulo esta
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presente, o es mas intenso) y finalmente detienen o reducen todo tipo de

actividad locomotora.

Por otra parte, hemos analizado también mediante estos ensayos de
eleccidon-evitacion la respuesta de AR arenarum ante homogenatos
heteroespecificos de H. pulchellus. Los resultados resumidos en la figura 3.7
basicamente corroboran lo observado previamente con los experimentos de
actividad. Las larvas de R. arenarum pasaron significativamente mas tiempo en
la zona con homogenato de H. pulchellus (elijen la zona donde este estimulo
esta presente; Fig. 3.7), en la cual exhibieron un claro comportamiento de
ramoneo. Esto comprueba que, no sélo no detectan sefiales de alarma en estos

homogenatos, sino que ademas los perciben como un posible alimento.

Homog. H. pulchellus
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Figura 3.7: Experimentos de eleccion-evitacion frente a estimulos provenientes
de homogenatos heteroespecificos de H. pulchellus. (N=4). Se grafica el tiemp
que los animales pasan en la zona sembrada con homogenato de H. pulchellus
(Est) y el tiempo que pasan en la zona sembrada con agua (Opuesto).
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Participacion del EO y el OVN en la deteccibn de estimulos
relacionados con la localizacion de fuentes de alimento o sefales de

alarma

Experimentos de eleccion-evita cion realizados en animales

ablacionados .

Luego de realizar innumerables pruebas, con diversas metodologias, en
decenas de animales, se logré ablacionar los érganos quimiosensoriales en
larvas de R. arenarum de manera confiable y reproducible (para detalles
metodoldgicos ver materiales y métodos en este capitulo). Esto nos permitié
evaluar si las respuestas comportamentales disparadas por la deteccion de
estimulos quimicos se mantienen o desaparecen en ausencia de uno u otro
organo quimiosensorial, y, consecuentemente, dilucidar cuél o cuales de estos

organos participa en la deteccion de estos estimulos.

Los animales ablacionados fueron analizados mediante las pruebas de
eleccidn-evitacion por dos motivos fundamentales: Primero, porque esta prueba
permite evaluar la respuesta tanto a estimulos de alarma como de alimento, lo
cual simplifica el disefio experimental y andlisis posterior; y segundo, porque el
comportamiento de escape y evitacion es la primer respuesta disparada ante
sefiales de alarma (pareciera ser la primera opcion de los animales), mientras
que la disminucion de la actividad (aunque es muy evidente) pareciera formar

parte de un segundo componente de la respuesta antipredatoria.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se resumen en la figura
3.8. Tanto los animales sin OVN (OVNX) como sin EO ni OVN (EOX) pasaron la
misma cantidad de tiempo en ambos lados de la arena experimental cuando
fueron sometidos a estimulo control en ambas zonas (Fig. 3.8 Ay D). Por su
parte, cuando los animales OVNX fueron expuestos a estimulo de alarma, estos
pasaron significativamente mas tiempo en la zona opuesta al estimulo (170.9 *
18.8 seg. de los 240 seqg. totales de testeo; Fig. 3.8 B), mientras que los

animales OVNX expuestos a estimulo de alimento pasaron significativamente
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mas tiempo en la zona del estimulo (186.16 + 16.9 seg.; Fig. 3.8 C). Es decir
gue los animales OVNX mostraron un patrén de respuesta similar a animales no
ablacionados. En cambio, cuando los animales EOX fueron expuestos tanto a
estimulos de alarma como de alimento, estos pasaron, en promedio, la misma
cantidad de tiempo en ambas zonas de la arena experimental, no mostrando

preferencia por ninguna de ellas (Fig. 3.8 Ey F).
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Figura 3.8: Experimentos de eleccion-evitacibn en animales en que se ha
ablacionado el OVN (OVNX; A, By C) o el EO+OVN (EOX; D, Ey F), expuestos a:
control (Ay D), homogenato de coespecificos (B y E) o estimulo de alimento (Cy F).
Cada grupo experimental se ha replicado 6 veces. NS: diferencias no significativas.
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Cuantificacion de neuronas quim [osensoriales activadas utilizando

incorporacion de Agmatina (AGB)

Los andlisis realizados con AGB mostraron, en primera instancia, una
cantidad considerable de neuronas marcadas (activadas) tanto en el OVN como
en el EO de animales controles, expuestos solamente a AGB 3mM (Fig. 3.9 A, D
y G). Este resultado inesperado probablemente obedezca a dos motivos:
Primero, el AGB “per se” puede ser reconocido como estimulo por algunas
neuronas (Michel et al, 1999); y segundo, es probable que muchas neuronas
sensoriales del OVN y el EO de R areanrum presenten actividad espontanea
debida al activo crecimiento y desarrollo de las larvas, tal como se observa
durante el desarrollo del sistema nervioso en general (Yates, 2012). En el OVN
de los animales expuestos a estimulo de alimento y de alarma no se observo
ninguna diferencia en el nUmero de neuronas marcadas respecto al control (Fg.
3.9 A-Cy G). Por su parte, tanto en la rama dorsal como ventral del EO se
observd una aparente tendencia hacia el aumento en la cantidad de neuronas
marcadas utilizando ambos estimulos, aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas respecto al control (Fg. 3.9 D-F y G).
Seguramente, los altos niveles basales de neuronas activadas registrados con la
técnica empleada impidieron ver una diferencia en los animales expuestos a los

estimulos especificos.
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Figura 3.9: Activacion de neuronas quimiosensoriales en el OVN (A-C) y en el EO (D-F,
se muestra sélo el EOd) medida por incorporacién de AGB en respuesta a: control (Ay
D), homogenato de R arenarum (B 'y E) o estimulo de alimento (Cy F). B gréfico
muestra los resultdos de la cuantificacién de neuronas AGB-ir en el OVN, la rama ventral
del EO (EOv) y la rama dorsal del EO (EOd) para los distintos grupos experimentales

(N=12). Barras: 100um.
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Hasta este punto entonces, la sefial de alarma que dispara
comportamientos antipredatorios en R. arenarum parece ser especie-especifica,
al igual que lo que se ha registrado en otros anuros (Hews y Blaustein, 1985;
Hews, 1988; Lefcort y Eiger, 1993; Summey y Mathis, 1998), y ademas esta
sefal es detectada en el EO y no en el OVN de las larvas. Como existen algunas
controversias en la actualidad respecto al tipo de estimulos que son detectados
en el OVN o EO y los comportamientos que estos disparan en los animales (Baxi
et al., 2006), nos parecid que era necesario corroborar si efectivamente
estamos en presencia de un fendmeno de comunicacion intraespecifica
mediado por posibles feromonas. Lo cierto es que H. pulchellus es una especie
bastante lejana filogenéticamente de R arenarum por lo cual decidimos
investigar si los renacuajos de R arenarum presentan esta respuesta
antipredatoria cuando son expuestos a homogenatos de renacuajos de Rhinella
fernandezae, un bufonido mas cercanamente emparentado con R. arenarum.
Los resultados mostraron que, al ser expuestas a homogenatos de R,
fernandezae, las larvas de R arenarum presentaron los mismos
comportamientos antipredatorios que cuando son expuestas ante homogenatos
coespecificos. Es decir, redujeron significativamente sus niveles de actividad

(Fig. 3.10 A) y evitaron la zona donde se aplicé el estimulo (Fig. 3.10 B).
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Figura 3.10: A. Cambio en los niveles de actividad de renacuajos de R arenarum
expuestos a: agua declorada (control) y homogenato de renacuajos de FRhinella
fernandezae (Homog R. fernandezae) (N=10). Las diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.007). B. Experimentos de eleccion-
evitacion frente a estimulos provenientes de homogenatos heteroespecificos de R
fernandezae. (N=5).
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CONCLUSIONES Y DI SCUSION

La deteccion y localizacion de fuentes de alimento resulta fundamental
para cualquier animal en casi todas las etapas de su ciclo de vida. En el
presente capitulo hemos demostrado que las larvas de R arenarum utilizan
claves quimicas para detectar posibles fuentes de alimento, mientras que los
estimulos visuales no son relevantes en este comportamiento. Esto tiene su
l6gica si se observan las caracteristicas de los microhabitats en que los
renacuajos comunmente se desarrollan. Estos ambientes suelen tener pobres
condiciones de visibilidad debida a la turbidez del agua, la abundante
vegetacion, los sedimentos suspendidos y la baja luminosidad debida a la
sombra que produce la vegetacion. Ademas, se ha demostrado que los
estimulos visuales en general tendrian poca importancia en la deteccion de
objetos a gran distancia 0 con mucha precision en renacuajos, ya que las
caracteristicas de sus lentes oculares y retinas indican que éstas producen, en

el mejor de los casos, imagenes desenfocadas (Mathis et al., 1988).

La utilizacion de claves quimicas por sobre estimulos visuales en la
deteccion y localizacion de fuentes de alimentos ha sido también demostrada
en renacuajos de otras especies (Risser, 1914; Veeranagoudar et al., 2004) y
es probable que éste sea un fendbmeno generalizado entre las larvas de anuros.
De todas maneras creemos que posiblemente exista un componente
multisensorial involucrado en la realizacion de esta tarea. Por ejemplo, en larvas
de R arenarum, observamos que las claves quimicas disparan un
comportamiento estereotipado de ramoneo, el cual se alterna con pequefios
desplazamientos sin direccion determinada, hasta que eventualmente los
animales dan con la fuente de alimento. Es probable entonces que el olfato les
permita a los animales detectar la presencia de una posible fuente de alimento,
mientras que la localizacion final de la misma estaria guiada tanto por claves

quimicas como tactiles.
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Los experimentos de ablacibn y marcacion de neuronas activadas
demostraron que el EO pero no el OVN esta involucrado en la deteccion de
estimulos que indican la presencia de posibles fuentes de alimento. Este
resultado, aunque parece trivial, no lo es en absoluto ya que, efectivamente, en
otros animales el OVN esta involucrado en la deteccion de fuentes de alimento.
Por ejemplo, cuando se bloquea quirargicamente el acceso de estimulos
quimicos al OVN en la comadreja Monodelphis domestica los animales ya no
son capaces de reconocer aquellos alimentos por los cuales mostraban
preferencia antes de bloquear la entrada del OVN (Halpern et al., 2005). Por
otra parte, la deteccion de estimulos en el OVN es utilizada en comportamientos
de forrajeo y localizacion de presas en salamandras (Placyk y Graves, 2002),
lagartos (Graves y Halpern, 1990) y serpientes (Wang et al, 1988; Alving y
Kardong, 1996). En este ultimo caso, una proteina de 20 kDa producida por los
gusanos de tierra (presas comunes de la serpiente Thamnophis sirtalls) es
detectada en el OVN de la serpiente, guiando al predador hacia su presa (Wang
et al., 1988).

Ahora bien, en nuestro caso ¢Cual es la naturaleza quimica de las
moléculas detectadas en la solucibn que se ha utilizado como estimulo de
alimento? En varios animales acuéaticos, tanto vertebrados como invertebrados,
se ha demostrado que la deteccién de aminoéacidos dispara comportamientos de
alimentacién y guia a los animales hacia las fuentes de alimento (Kiseleva,
1995; Hara, 2006; Keiichiro et al, 2006; Ferrer y Zimmer, 2007). En la
salamandra semiacuatica 7aricha torosa se ha demostrado que la deteccion de
los aminoacidos: glicina, alanina y particularmente arginina (para el cual
presenta una gran sensibilidad) informa a los animales de la presencia de
gusanos ( &/senia rosea, de los cuales se alimenta) y dispara la busqueda activa
de las presas en cuestion (Ferrer y Zimmer, 2007). Por otra parte, en el caso
particular de renacuajos, se ha observado en cuatro especies diferentes (Rana
temporaria, Rana lessonae, Bufo bufo y Pelobates fuscus) que distintas
soluciones compuestas por uno o varios aminoacidos disparan comportamientos
de alimentacion (ramoneo) en los animales (Kiseleva, 1995). En este sentido,

estudios electrofisiolégicos ex vivo realizados en X /aevis, permitieron
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caracterizar los patrones de excitabilidad de neuronas sensoriales del EO al ser
expuestas a varios aminoacidos, tanto aislados como combinados (Vogler y
Schild, 1999). Aunque en este Ultimo caso el interés de los autores fue puesto
en aspectos fisiologicos basicos del sistema sensorial y se desconoce la
relevancia bioldgica natural que pudieran tener estos estimulos en X /aevis. Es
probable entonces que, en nuestro caso, uno 0 varios aminoacidos sean
liberados al agua durante la preparacion del estimulo (es decir que se
desprendan de la acelga durante el proceso de coccion) y sean estos los

indicadores de la proximidad de una fuente de alimento para los renacuajos.

Por otra parte, en este capitulo se ha demostrado la existencia de sefales
de alarma en larvas de R arenarum. Es decir, estimulos quimicos presentes en
homogenatos de otros renacuajos que advierten acerca de un riesgo inminente
de predacion y cuya deteccion dispara comportamientos antipredatorios. La
disminucion en los niveles de actividad es una respuesta antipredatoria comun
en renacuajos (Kiesecker et al, 1996; Fraker, 2008b) asi como en muchos
otros taxa (Chivers y Smith, 1998). Las larvas de R. arenarum disminuyeron sus
niveles de actividad cuando fueron expuestas a homogenatos coespecificos
pero no cuando fueron expuestas a homogenatos de H. pulchellus. Este
resultado nos hizo pensar en un principio que la sefial de alarma en cuestion
era especie-especifica. Sin embargo, los renacuajos de R. arenarum también
presentaron respuestas antipredatorias al ser expuestos a homogenatos de A,
fernandezae, un bufonido mas emparentado con R arenarum. De todas
maneras, el hecho de que los comportamientos observados se disparen con
homogenatos de algunas especies y no de otras, demuestra que las respuestas
observadas no son una reaccion aversiva frente a estimulos generales o toxicos
gue pudieran estar presentes en los homogenatos, sino que las larvas estan
detectando alguna molécula particular (o varias) que especificamente les indica

un riesgo de predacion.
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Al exponer a los renacuajos de R arenarum a diluciones sucesivas de
homogenato coespecifico observamos que la respuesta antipredatoria se
manifest6 de manera “dosis dependiente”. Es decir, que para determinadas
“intensidades” del estimulo de alarma (en nuestro caso la dilucién 1:100 del
homogenato original) los animales disminuyeron sus niveles de actividad
respecto a los controles, aunque esta disminucién no fue tan marcada como la
que mostraron los animales expuestos a dosis mayores del estimulo. Este
resultado sugiere que las larvas de R. arenarum son capaces de evaluar, de
acuerdo a la intensidad del estimulo de alarma detectado, el nivel de riesgo de
predacion al que estdn expuestas y modificar su comportamiento en
consecuencia a ese nivel de riesgo. Este resultado coincide con la hipotesis de
evitacion de predador sensible a amenaza®, la cual propone que los animales
ajustan la intensidad de sus respuestas antipredatorias de acuerdo al grado de
amenaza recibida por un determinado predador (Chivers et al, 2001). Esta
modulacion de la respuesta antipredatoria de acuerdo al grado de amenaza que
representa un predador ha sido documentada en muchos sistemas predador-
presa, incluyendo anfibios (Madison et al, 1999; Murray y Jenkins, 1999;
Puttlitz et a/., 1999).

Algunos experimentos previos, realizados en peces, han demostrado que
éstos modulan sus respuestas antipredatorias de acuerdo a cambios en las
concentraciones de las sefiales quimicas de alarma liberadas por coespecificos.
Por ejemplo: se ha documentado que los peces goldfish (Carassius auratus)
exhiben respuestas antipredatorias mas intensas y de mayor duracion a medida
que la concentracion de la sefial de alarma aumenta (Zhao y Chivers, 2005). En
este sentido, Dupuch et al. (2004) han demostrado que los peces de la especie
Phoxinus eos intensifican su respuesta antipredatoria a medida que se aumenta
la concentracion de la sefial de alarma en experimentos de campo (Dupuch et
al., 2004). Sin embargo, también se ha encontrado que algunas especies de
peces presentan respuestas de tipo todo-o-nada ante cambios en la

concentracion de sefiales de alarma (Marcus y Brown, 2003).

® Threat-sensitive predator avoidance
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Hasta hoy, ningun trabajo habia demostrado que las larvas de anuros, o
incluso de los anfibios en general, modulasen la intensidad de sus respuestas
antipredatorias de acuerdo a cambios en las concentraciones de sefales de
alarma, de tal forma que nuestros resultados constituyen la primera evidencia
de este fendmeno en renacuajos. Aunque otros autores han encontrado que los
renacuajos de la especie Anaxyrus americanus presentan respuestas del tipo
todo-o-nada ante variaciones en la intensidad de sefial de alarma (Mirza et al.,
2006). Lo cierto es que la reduccion en los niveles de actividad como respuesta
antipredatoria, refleja en realidad un compromiso entre: por un lado, disminuir
el riesgo de predacion, y por otro, reducir el tiempo que se emplea en otras
actividades importantes, como por ejemplo el forrajeo (Petranka, 1989; Limay
Dill, 1990). La reduccion en los niveles de actividad efectivamente disminuye la
tasa de encuentro con los predadores y la visibilidad de las presas, lo que
aumenta la sobrevida de los animales, pero también reduce la toma de
recursos, afectando su crecimiento y desarrollo (McNamara y Houston, 1987;
Werner y Anholt, 1993). Esto sugiere que el estado nutricional de los animales
debe ser un factor importante, entre muchos otros, a la hora de la toma de
decisiones frente a estimulos que disparan comportamientos antipredatorios.
De hecho, se ha demostrado en renacuajos de la especie Rana clamitans que,
efectivamente, los individuos con mayor reservas energéticas presentan
respuestas comportamentales antipredatorias mas intensas y de mayor
duracion cuando son expuestos a sefiales quimicas de un predador (Fraker,
2008b). Dado este compromiso entre comer o ser comido, es esperable
entonces que durante el transcurso de la evolucion se hayan desarrollado
estrategias que permitan a los animales modular sus respuestas en funcion del
grado de amenaza que les indica un determinado estimulo. Todo esto también
explica por qué la deteccion de un estimulo de alarma en las larvas de R
arenarum, produjo respuestas de escape y evitacion de la zona de peligro como
primera reaccion comportamental, mientras que la reduccion de los niveles de

actividad constituyo una fase posterior de la respuesta antipredatoria.

Al igual que lo observado con el estimulo de alimento, los experimentos de

ablacion y marcacion de neuronas activadas mostraron que el SO, pero no el
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SVN, participa en la deteccion de sefiales de alarma liberadas por otros
renacuajos en R. arenarum. Estos resultados demuestran, por primera vez, cual
es el sistema sensorial especifico involucrado en este comportamiento en
renacuajos. Sin embargo, ¢Estamos realmente en presencia de una feromona
de alarma? Como mencionamos anteriormente, el hecho de que los
homogenatos de H. pulchellus no evoquen respuestas antipredatorias en los
renacuajos de AR. arenarum indica que los estimulos detectados no son
productos generales de desecho liberados durante un evento de predacion.
Pero también, el hecho de que las larvas de R arenarum si respondan ante
homogenatos de larvas de otro bufonido, nos indica que tales estimulos no son

estrictamente especificos de R. arenarum.

La presencia de sefales de alarma en larvas de anuros fue originalmente
conocida en larvas de bufénidos (Ebl-Eibesfeldt, 1949). Revisando la
bibliografia, encontramos que muchos trabajos posteriores utilizaban especies
de anuros filogenéticamente lejanas entre si (usualmente ranidos y bufonidos)
para evaluar la respuesta a sefiales de alarma entre co- y heteroespecificos,
encontrando consecuentemente aparentes respuestas especie-especificas
(Hews y Blaustein, 1985; Hews, 1988; Summey y Mathis, 1998). Esto seria
equivalente, en nuestro trabajo, a quedarnos sélo con los resultados obtenidos
en R arenarum expuestos a homogenatos de H. pulchellus. Probablemente
estos hechos hayan instalado la utilizacién del término “feromona de alarma” en
renacuajos. Aunque, curiosamente algunos trabajos ya habian demostrado
reacciones cruzadas ante sefiales de alarma heteroespecificas si se utilizaban
larvas de diferentes especies de bufénidos (Pfeiffer, 1966). Es probable
entonces, que el estimulo quimico reconocido como sefial de alarma por R
arenarum sea, en realidad, alguna molécula comun al resto de las especies de
la familia Bufonidae; la cual seguramente sea producida en un tipo de célula
epidérmica particular, las llamadas Reinsenzellen o “células gigantes”,
abundantes en larvas de bufénidos pero que no han sido encontradas en la

epidermis de otros renacuajos (Pfeiffer, 1966).
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En este punto de la discusién, creemos que hay que ser particularmente
cuidadoso con las generalizaciones que puedan hacerse en torno al concepto de
“seflales quimicas de alarma”, a fin de tener un poco mas claro el alcance de
nuestras conclusiones. Es decir, es probable que durante el transcurso de la
evolucion, y debido a factores intrinsecos de la biodiversidad de los ecosistemas
y las relaciones historicas (en términos evolutivos) entre predadores y presas,
las larvas de diferentes grupos de anuros hayan desarrollado estrategias
antipredatorias basadas en la deteccion de diferentes compuestos quimicos. De
hecho los resultados obtenidos hasta la actualidad parecen argumentar esta
diversidad. Algunas especies utilizan la liberacion de amonio como sefial de
alarma, el cual seguramente sea liberado por el tubo cloacal durante el
encuentro con un predador (Kiesecker et al, 1999). Otras especies, como R
arenarum y otros bufonidos detectan moléculas producidas por células
particulares de la epidermis, pero que s6lo son liberadas si hay dafio tisular
producto del ataque de un predador (Eibl-Eibesfeldt, 1949; Pfeiffer, 1966; Hews
y Blaustein, 1985; Hews, 1988). Mientras que otros renacuajos, como los de la
especie Rana sylvatica, producen pequefios péptidos en células epidérmicas, en
principio especie-especificos, que funcionan también como sefial de alarma
pero que son liberados activamente sin que haya un dafio tisular asociado
(Fraker et al., 2009).

En este contexto, seria interesante analizar que érgano sensorial participa
en la deteccion de la sefial de alarma en renacuajos de Rana sylvatica. Hasta
hoy, la Unica supuesta feromona de alarma caracterizada quimicamente en
larvas de anuros (Fraker et al, 2009).También seria enriquecedor, en este
sentido, conocer la naturaleza quimica del estimulo que actiua como sefal de
alarma en R. arenarum y otros bufénidos. Sin embargo, lograr este cometido
puede llevar afios de trabajo infructuoso y ciertamente este tipo de estudios no

estaban dentro de los alcances y posibilidades de esta tesis.

Concluyendo, en este capitulo hemos demostrado que tanto la deteccion
de estimulos que indican la presencia de una fuente de alimento como la

deteccion de sefiales de alarma que indican un riesgo de predacion estan
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mediados por el SOy no por el SYN en R arenarum. Ahora bien, en el capitulo
anterior demostramos la existencia de dos poblaciones neuronales en el EO de
esta especie, una subpoblacién Gaolf-ir localizada preferentemente en la mitad
apical del EO y otra subpoblacion Gao-ir localizada preferentemente en la mitad
basal del EO. Una posibilidad entonces es que los dos estimulos evaluados en el
presente capitulo estén siendo detectados diferencialmente por estas dos
poblaciones neuronales presentes en el EO. Esto seria, en principio,
relativamente facil de comprobar realizando dobles y triples marcaciones con
anticuerpos especificos. Lamentablemente, estos experimentos no pudieron
realizarse dentro de los plazos de esta tesis por diversos problemas técnicos
gue no tiene sentido detallar aqui. Sin embargo, los resultados que se obtengan
en el futuro con éstos y otros experimentos, sin duda aportaran un
conocimiento mas detallado de los sistemas quimiosensoriales de larvas de

anuros y su funcionalidad.
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En la presente tesis se estudiaron los sistemas quimiosensoriales de larvas
de anuros desde una Optica integral, tratando de abarcar tanto aspectos
morfolégicos como funcionales y comportamentales. Los resultados obtenidos,
en principio, contribuyen al conocimiento basico general de la biologia de las
larvas de anuros, pero ademas, la evidencia aportada por estos estudios sirve
como base de una linea de investigacion que, a futuro, puede ayudar a
comprender aspectos generales de la organizacion y funcionalidad de los

sistemas quimiosensoriales en vertebrados.

A lo largo de esta seccion iré intercalando las conclusiones mas
importantes que se han obtenido de este trabajo y discutiendo, desde una
Optica mas global, aquellos puntos que hayan quedado pendientes en las

discusiones de cada capitulo.

v' La presencia de un sistema “dual” de quimiodeteccién formado por un SO

y un SVN parece ser una caracteristica general en lavas de anuros.

En esta tesis se han analizado larvas de catorce especies de anuros, las
cuales abarcan un espectro considerablemente amplio del arbol filogenético del
grupo, y en todas ellas se ha encontrado tanto un SO como un SVN
desarrollado. Es mas, Benzekri y Reiss (2011) han descripto la presencia de
ambos sistemas sensoriales en larvas de Ascaphus truei, el anuro viviente mas
basal del grupo. Con lo cual creemos que la presencia de un sistema “dual” de

quimiodeteccién es una condicion general en larvas de anuros.

v' Las caracteristicas morfolégicas, histolégicas y bioquimicas detalladas en
los capitulos | y Il indican que un grado importante de maduracién, en lo
qgue se refiere a diferenciacion celular y tisular, se alcanza en ambos
sistemas sensoriales durante la etapa larval, lo cual indica que éstos serian

funcionales en renacuajos.
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Sin duda, el punto mas controversial respecto a la presencia de un sistema
“dual” de quimiodeteccion en larvas de anuros radica en demostrar si el SVN
es, 0 no es, funcional en renacuajos. Como discutiremos mas adelante, la
deteccion de los dos estimulos que hemos analizado en R. arenarum esta
mediada por el SOy no por el SVYN. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
nuestro trabajo constituye la primera exploracion que se realiza sobre esta
temética en este grupo y todavia hay muchos estimulos potenciales que
analizar. Asimismo, también es cierto que los datos en base a los cuales
nosotros especulamos con que el SVN pueda ser funcional en renacuajos
constituyen solo indicios y no evidencias directas de funcionalidad, la cual, en
definitiva solo serad confirmada cuando efectivamente se encuentre algun

estimulo que active especificamente neuronas de este sistema sensorial.

Ahora bien, en los Ultimos afios varios trabajos han demostrado que los
tejidos nerviosos, incluyendo el de los sistemas sensoriales, representan un
costo energético elevado para los animales, ya sea tanto durante el
procesamiento de informacibn como durante el reposo (Attwell y Laughlin,
2001; Lennie, 2003; Niven et al., 2003; Nawroth et al., 2007; Niven, 2007). A
raiz de estos resultados, se ha propuesto que el sistema nervioso esta sujeto a
dos presiones selectivas en conflicto: por un lado, el sistema nervioso enfrenta
la necesidad de minimizar el consumo energético, mientras que por otro debe
ser capaz de generar comportamientos con valor adaptativo en condiciones
ambientales fluctuantes (Niven y Laughlin, 2008). Mas especificamente, existiria
un compromiso en los sistemas sensoriales entre el costo energético de
mantener una estructura sensorial que codifica para una modalidad sensorial
particular y la cantidad de informacion atil y confiable que esta aporta al
organismo (Niven y Lauhglin, 2008). En este contexto, resulta curioso entonces
gue los renacuajos de todas las especies de anuros estudiadas afronten el costo
energético de desarrollar un SVN tempranamente si éste sélo sera funcional
durante la vida adulta o en etapas postmetamorficas. En este sentido, otras
estructuras quimiosensoriales que participan en la deteccion de estimulos
ambientales durante etapas postmetamorficas en anuros se desarrollan de novo

en etapas cercanas o durante el climax metamorfico. Por ejemplo, los adultos
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de X /aevisy otros pipidos poseen un epitelio quimiosensorial revistiendo la
camara media olfatoria (Paterson y Hindle, 1951). Este epitelio sensorial no
estd presente durante la etapa larval de X /aevis, sino que comienza a
desarrollarse hacia el final de la misma casi llegando al climax metamoérfico
(Nieuwkoop y Faber, 1994). Se ha demostrado que la presencia de este epitelio
sensorial en la cAmara media le permite a los animales seguir detectando
estimulos quimicos en el agua luego de la metamorfosis (lida y Kashiwayanagi,
1999). Por otra parte, en los estudios de la ontogenia del SO y SVN en R,
arenarum, presentados en el capitulo I, también hemos encontrado un epitelio
sensorial que desarrolla de novo en el piso de la camara principal durante el
climax metamorfico (G43). Este epitelio sensorial se corresponde con el
Recessus olfactorius descripto en otros anuros (Helling, 1938), el cual se ha
especulado que, al igual que el epitelio sensorial de la camara media de los
pipidos, permitiria a los animales seguir detectando estimulos en el agua

durante etapas postmetamorficas (Helling, 1938).

A raiz de todo lo expuesto mas arriba, o que interpretamos entonces es
que la aparicion temprana del SVN y su posterior desarrollo y diferenciacion
durante la etapa larval de anuros indica, muy probablemente, que este sistema

sensorial es funcional en renacuajos.

Por otra parte, los estudios comportamentales realizados con larvas de R,
arenarum aportaron una serie de evidencias interesantes respecto a la
funcionalidad de los sistemas quimiosensoriales, que resultan novedosas para

esta especie en particular y para las larvas de anuros en general.

v' Los renacuajos de R. arenarum utilizan sefiales quimicas para detectar las

fuentes de alimento y estos estimulos son detectados por el SO.

v' Asimismo, el SO, pero no el SVN, participa en la deteccién de sefales de
alarma que disparan comportamientos antipredatorios en R. arenarum, y

probablemente también en otros bufénidos.
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Como mencionamos anteriormente, el hecho de que el SVN no participe en la
deteccién de ninguno de los dos estimulos ensayados, no significa que éste no

sea funcional en renacuajos, Sino que es necesario evaluar otras posibilidades.

En este sentido, un comportamiento interesante para evaluar si el SVN
participa en la deteccion de estimulos en renacuajos, es el ya mencionado Ain
recognition. Los renacuajos de muchas especies, se agrupan con sus
congéneres formando “cardimenes’ de diferentes tamafios y caracteristicas
segun la especie (Hoff et al, 1999). Independientemente de los motivos que
lleven a los renacuajos a formar estos grupos, que no viene al caso discutir en
este punto, lo interesante es que se ha demostrado que los renacuajos utilizan
claves quimicas para reconocer a sus hermanos, con los cuales permanecen
juntos formando el grupo (Waldman, 1985; Blaustein y Waldman, 1992). Es
mas, se ha demostrado especificamente que el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) es el estimulo quimico que los animales utilizan para
reconocer a sus hermanos (Villinger y Waldman, 2008). El MHC es reconocido
por sus funciones inmunoldgicas, pero también por participar en
comportamientos sociales en vertebrados (Piertney y Oliver, 2006). Los /oc/ del
MHC presentan un polimorfismo extraordinario lo que le da a cada individuo
algo asi como su “marca quimica personal”, lo cual es utilizado en las
interacciones sociales de numerosas especies para el reconocimiento de
individuos, el estatus social, etc. (Manning et al., 1992; Penn, 2002; Rajakaruna
et al., 2006). Lo interesante es que se ha demostrado en ratones que estos
estimulos del MHC son detectados por neuronas del OVN. Es mas, son las
neuronas que expresan la familia de receptores V2R y la via de sefializacion
mediada por Gao las que especificamente detectan estos estimulos en el OVN
de ratones (Leinders-Zufall et al, 2004). Justamente esta poblacion de
neuronas V2R-Gao es la Unica poblacion representada en el OVN de anuros
(Hagino-Yamagishi et al., 2004).

Para finalizar, no quisiera dejar sin plantear una consideracion
importante para la continuacién de esta linea de investigacion en el futuro. Sin

duda, los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto el enorme
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potencial que tiene el estudio de esta temética en larvas de anuros; no tanto
por las conclusiones a las que estos resultados nos han permitido llegar, sino
mas bien, debido a la gran cantidad de nuevos interrogantes que nos han
generado. Como el estudio de los sistemas quimiosensoriales en renacuajos
nunca habia sido abordado antes desde una Optica integral, este trabajo de
tesis estuvo orientado conocer aspectos basicos generales se estos sistemas en
renacuajos. En consecuencia muchos de los resultados obtenidos permitieron
plantear algunas conclusiones generales aplicables, sino a todas, por lo menos
a un amplio espectro de especies de anuros. Sin embargo, es evidente que
existe una diversidad considerable tanto en parametros morfolégicos, como
fisiologicos, comportamentales y ecoldgicos, entre los diferentes grupos de
anuros; lo cual, hace que la generalizacion “renacuajos’ rapidamente encuentre
su limitacion. Es importante entonces, que los experimentos que se disefien a
futuro para ahondar en cuestiones mas especificas en esta tematica, tengan en

cuenta esta diversidad.
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Apéndice |. Tabla de clasificac i6n del desarrollo y metamorfosis

de renacuajos exotroficos disefiada por Gosner (1960 )
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Apendice || . Especimenes exami nadosy datos de coleccion.

Scinax acuminatus de Laguna Yema, Formosa, Argentina. JF1598

Hypsiboas curupi de Campo Experimental INTA "Cuartel Rio Victoria", San
Vicente, Departamento Guarani,Misiones, Argentina.JF326

Phylomedusa sp. de Resistencia, Chaco, Argentina. JF1765

Limnomedusa macroglossa de Misiones, Argentina. JF220

Grossodactylus schmidti de Campo Experimental INTA "Cuartel Rio Victoria”,
San Vicente, Departamento Guarani, Misiones, Argentina. JF1153

Physalaemus sp. de Laguna Yema, Formosa, Argentina. JF1622

Dermatonotus muelleri de Laguna Yema, Formosa, Argentina. NoO
clasificado

Lepidobatrachus llanensis de Laguna Yema, Formosa, Argentina. JF1498

Leptodactylus latrans, localidad desconocida. No clasificado
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