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Resumen

La plasticidad fenotipica', podria ser fundamental para Ia persistencia de las poblaciones
y/o especies, especialmente cuando las condiciones ambientales cambian en el curso de
vida de Ios organismos, y/o cuando los rangos de distribucién son amplios. En esta tesis, se
investigd a un nivel intra-especifico, la existencia de patrones de variacién fisioldgica en un
gradiente latitudinal de temperaturas, precipitaciones, y productividad primaria,
especificamente se puso a prueba la hipétesis de asociacién funcional entre tasas de gasto
energético y pérdida de agua con el indice de aridez. En adicidn, se evalvaron los
mecanismos de variacién fisiologica a un nivel inter-poblacional, se evalué la hip6tesis de
as;)ciacién entre flexibilidad fisiolégica de atributos relacionados con la energética y
osmorregulacion y variabilidad climética. Finalmente, se puso a prueba la hipétesis de
dependencia ontogenética de la flexibilidad fenotipica en relacion al ambiente térmico e
hidrico, en el roedor altricial, Phyllotis darwini, un muirido omnivoro con una amplia
distribucion en Chile. Los resultados revelaron, que a un nivel interpoblacional, Phyllotis
darwini present6 variaciones en atributos energéticos y osmorregulatorios, en asociacién
con las caracteristicas ambientales. Individuos provenientes de la localidad mds &rida,
ademas de presentar una reduccién significativa en la tasa metabélica basal (33% respecto
de 1a localidad mésica de Quirihue) presentaron una disminucion de la pérdida total de agua
evaporativa y un incremento en la conductancia térmica. Adicionalmente, el grosor medular
relativo (GMR) se asocié negativamente con el indice de aridez, individuos de las

localidades aridas del norte de Chile (Copiapé y Vicuiia) presentaron un incremento de 122

* Platicidad Fenotipica: habilidad de un organismo para reaccionar frente a una sefial ambiental con cambios
en forma, estado, movimiento o tasa de actividad (West-Eberhard, 2003).
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y 36% en relacién a Santiago y Quirihue. La asociacién entre flexibilidad fisiolégica y
variabilidad climdtica, fue dependiente del atributo fenotipico analizado y de la direccién
de la sefial ambiental (e.g. disminucién de la temperatura), individuos provenientes de
todas las localidades, presentaron flexibilidad fisiolégica de 1la capacidades
osmorregulatorias, en contraste, la flexibilidad de rasgos relacionados con la fisiologia
energética vari6 entre las localidades, sélo los individuos de la localidad austral de Quirihue
mostraron flexibilidad fisiolégica de la Masa corporal y la Tasa metabdlica basal,
posiblemente en respuesta a la experiencia térmica experimentada durante la ontogenia y al
grado de variabilidad climaticas de las localidades de origen (estimada a través de la
varianza del indice de aridez). Finalmente se observd, dependencia ontogenética de la
flexibilidad fenotipica, es decir, la historia térmica e hidrica experimentada durante etapas
tempranas del desarrollo determingd las trayectorias fenotipicas y la capacidad de cambiar
los atributos fenotipicos en respuesta a sefiales del ambiente. Ademds, la capacidad de
cambio fisioldgico, dependié no solo de la combinacién de sefiales ambientales (e.g.
térmicas, hidricas), sino también de la direccion de la sefial ambiental y de posibles
compromisos energéticos con otros rasgos, probablemente, en relacion a los costos y

desaffos que impliquen los nuevos escenarios ambientales.
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Summary

Phenotypic plasticity” could be fundamental for populations and species survival, especially
when environmental conditions change during the organism’s life time or when the
geographical distribution ranges are wide. In this thesis I studied at intra-specific level
patterns of physiological variation in a latitudinal gradient of temperatures, precipitations
and primary productivity. I tested at intra-specific level the hypothesis of functional
association between rate of energy expenditure and water loss with the aridity index. In
addition, I evaluated mechanisms of physiological variation among populations and I
assessed the hypothesis of association between climatic variability and phenoptypic
flexibility of traits related with energectics and osmoregulation. Finally, I tested the
hypothesis of ontogenetic dependence of phenotypic flexibility in relation to the thermal
and hydric environment in the altricial rodent Phyllotis darwini, an omnivorous muroid
with a wide geographic distribution in Chile. I found that individuals coming from of the
most a_rid locality presented a significant reduction in the metabolic rate (33% in
comparison with the mesic locality Quirihue), a decrease in the evaporative water loss and
an increase in the thermal conductivity. In addition, the relative medullary thickness (RMT)
was negatively associated with the aridity index. Individuals of arid localities in the North
of Chile, Copiapo y Vicufia, presented an increase of 122 and 36% respectively in relation
to Santiago and Quirihue. The association between physiological flexibility and climatic
variation was dependent of the phenotypic trait under analysis and of the direction of the

environmental cue (e.g., decrease in ambient temperature). Individuals coming from all the

? Phenotypic plasticity: ability of an organism to react to an environmental input with a change in form, state,
movement, or rate activity (West-Eberhard, 2003).
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studied localities showed physiological flexibility of the osmoregulatory capacities, in
contrast, the physiological flexibility of energetic traits was different among localities, only
individuals of the austral locality of Quirihue showed physiological flexibility of body mass
and basal metabolic rate, probably in response to the thermal experience faced during the
ontogeny and to the degree of climatic variability at the place of origin (estimated through
the variance of the aridity index). Finally, I observed ontogenetic dependence of phenotypic
flexibility; that is the thermal conditions and the water availability experienced during early
stages of the development influenced the phenotypic trajectories and the capability to
change phenotypic traits in response to environmental cues, However, the capability of
physiological change depended of the direction of environmental cues and energetic trade-
offs, probably in relation with costs and challenges involved in novel environmental

scenarios
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Introduccion

La Plasticidad fenotfpica ha sido descrita como la habilidad de un organismo para
reaccionar frente a una sefial ambiental con cambios en forma, estado, movimiento o tasa
de actividad (West-Eberhard, 2003). De tal manera, que el ambiente bidtico y abi6tico
podria inducir cambios en la fisiologia, estructuras morfoldgicas y en repertorios
conductuales (Maldonado et al., 2012; Quispe et al., 2009; McKechnie ct al., 2006; Arens
& Cooper, 2005; Nespolo et al., 2002; Tracy & Walsberg, 2001; Oswald, 1998).
Numerosos estudios han demostrado que especies y poblaciones de endotermos que habitan
sectores dridos o semi-dridos presentarfan diferencias fisiolégicas, mdrfolégicas y
conductuales con aquellos que habitan ambientes mésicos (Schmidt Nielsen, 1997, Al-
Kahtani, 2004; Diaz et al., 2006; Hinsley et al., 1993; Williams & Tieleman, 2001; Menon
et al,, 1989). Estos ajustes podrian responder a la necesidad de reducir (i) las tasas de
produccién enddgena de calor y de pérdida de agua evaporativa y excretada debido a la
escasez de agua en el ambiente (McNab & Morrison, 1963; Dawson & Bennett, 1973;
Sabat et al., 2006a) y (ii) los requerimientos y el gasto energético en ambientes en donde Ia
productividad primaria es reducida (Bozinovic et al., 2009). Coleman & Downs (2009)
evaluaron el efecto de la aridez del ambiente (medido a través del indice de aridez, Q index)
sobre la estruciura y funcién renal en tres poblaciones del roedor Thallomys nigricauda,
encontrando que los rasgos analizados (masa renal, grosor medular relativo y capacidad
méxima de concentrar la orina) no se diferenciaron entre las poblaciones, sugiriendo que la
constancia en los parimetros osmorregulatorios responderfa a restricciones genéticas. Sin
embargo, el indice de aridez (Qi) de las localidades estudiadas fluctuaba entre 2.4 y 2.9 lo

que es comparativamente bajo en relacién con los reportados en estudios en que sf se ha
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encontrado  variacién en rasgos fisioldgicos en roedores y otros vertebrados (e.g.,
Bozinovic et al.,, 2009; Sabat et al., 2009), sugiriendo que la magnitud del gradiente
ambiental es critico para inducir cambios fenotipicos en individuos adultos. Por otra parte,
la ausencia de variaci6n fenotipica en adultos no s6lo se puede explicar por bases genéticas,
sino también por plasticidad del desarrollo (Toloza & Diamon, 1990; Goldstein, 1991). En
este sentido, es necesario establecer la c;)ntribucién de la historia ontogenética sobre la
capacidad de ajustar el fenotipo a las demandas ambientales, analizando, por ejemplo, la
norma de reaccién' de atributos relacionados con el balance hidrico y energético, en
especies con amplios rangos de distribucién y que experimenten variaciones significativas
en las condiciones ambientales. Los organismos que crecen, se desarrolian y reproducen en
ambientes temporal o espacialmente heterogéneos, podrian tener la habilidad de procesar la
informaci6n ambiental y responder de manera beneficiosa a los cambios en las condiciones
abiGticas. Asf el fenotipo que se observa podria ser el resultado, al menos parcialmente, de
procesos del desarrollo determinados por la inferaccién entre un genotipo particular y su
ambiente. A pesar de la gran cantidad de estudios que buscan esclarecer los patrones y
mecanismos que subyacen a las variaciones fenotipicas en ambientes contrastantes, la
mayoria se han realizado en individuos adultos, siendo escasos los que exploran el rol de la
historia ontogenética sobre la expresién del fenotipo adulto. Aunque en el dltimo tiempo
han incrementado los estudios de plasticidad durante el desarrollo, son escasos los estudios
que incorporen el impacto del desarrollo sobre el desempefio de adultos en poblaciones que

habiten sectores con marcadas diferencias climdticas (e.g., temperatura, precipitaciones y

! Norma de Reaccidn es la funcién que relaciona los ambientes en que un genotipo particular es expuesto Y
los fenotipos que pueden ser producidos por ese genotipo (Pigliuce, 2001).




productividad primaria). En la presente investigacién no solo se incorporé esta ventana
temporal en el estudio de las respuestas fisioldgicas y morfoldgicas en ambientes
contrastantes, sino también se evalué como la historia ontogenética puede modificar la
magnitud de la flexibilidad fenotipica en individuos adultos. Ademds, este estudio evalué la
respuesta fenotipica a diversos niveles de organizacién bioldgica (sistémico a bioquimico) a
las demandas ambientales y determiné el rol de la plasticidad fenotipica (del desarroilo y en

adultos) sobre el fenotipo de individuos.

De esta forma, se evalud a un nivel interpoblacional (i) la diversidad fisiol6gica en relacién
al balance hidrico y energético en un gradiente de aridez (ii) la contribucién de la
flexibilidad fenotipica en rasgos relacionados con el balance hidrico y energético en
asociacién con la variabilidad climética (iii) la dependencia ontogenética de la flexibilidad
fenotipica en respuesta a aclimatacién térmica (bajas temperaturas) ¢ hidrica (escasez de
agua) en una poblacidén de un ambiente climéticamente heterogéneo (e.g., temperatura ,
precipitaciones y productividad primaria). En esta tesis se abordaron estas preguntas desde
una perspectiva experimental (e.g. aclimatacién a un ‘Gardin comin™) y de campo en
Phyllotis darwini, probablemente es uno de los mamiferos més estudiados en Chile (Jaksic,
1997). Phyllotis darwini, es un mirido omnivoro con una amplia distribucién en Chile que
abarca desde Paposo (II Regién) hasta Malleco (IX Regién) desde el nivel del mar hasta los
2000 msnm (friarte, 2008) y cuyas poblaciones enfrentan situaciones climéticas
confrastantes, lo que debiera traducirse en la presencia de ajustes morfoldgicos y/o
fisiologicos que le permitan mantener un adecuado balance hidrico y energético. Estudios
genéticos y biogeograficos en este roedor han revelado, la existencia de dos clados, uno

fundamentalmente andino y un clado andino-costero a partir del cual se produjo la
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migracion de los roedores hacia sectores de baja altitud a lo largo de Chile, lo que apoya la
hipétesis de descenso y refugio altitudinal en zonas costeas durante los periodos glaciares, y
el retroceso durante los interglaciares del Pleistoceno (Palma et al., 2005; Gonzilez et al.,
2010). Por otra parte, estudios en el campo de la fisiclogia evolutiva en Phyllotis darwini,
han revelado la potencial respuesta evolutiva a la seleccién en rasgos relacionados con la
produccién de calor (Nespolo et al., 2003). Este autor encontrd que rasgos termogénicos en
Phyllotis darwini, presentan una baja heredabilidad, sugiriendo, que las variaciones
fenotipicas encontradas en estos rasgos responden mayoritariamente al ambiente.
Considerando la hipétesis de variabilidad climatica® (Jansen, 1967), es esperable que
roedores habitantes de sectores altamente heterogéneos (mayores latitudes) presenten
mayor flexibilidad fenotipica que los que habitan en sectores estables. Sin embargo, hasta
donde sabemos, no existen estudios que hayan puesto a prueba esta hipdtesis en mamiferos
(ver Cavieres & Sabat, 2008 para un estudio en aves). Por ofra parte la magnitud de la
respuesta plastica en adultos también podrfa depender de la historia ontogenética y en este
sentido tampoco existen estudios en animales que pongan aprueba la existencia de
dependencia ontogenética de la plasticidad fenotipica en adultos. Considerando la amplia
distribucién que presenta a lo largo de Chile, y la amplia gama de estudios ecofisiolégicos y
evolutivos desarrollados en este roedor hacen de Phyllotis darwini un buen modelo para

responder las preguntas centrales de este proyecto.

? La hipétesis variabilidad climatica (HVC, Janzen 1967) propone que debido a que el rango de fluctuacion
climdtica experimentada por animales terrestres incrementa con [a latitud (o altitud), los individuos que
habitan mayores latitudes (o altitudes) requieren mayores rangos de tolerancias y habilidades de
aclimatacidn que quienes habitan menores latitudes.




Esta tesis se divide en tres capitulos, el primero de ellos es sobre patrones de variacion
fisiologica en un gradiente latitudinal, especificamente, como las diferencias climéticas
entre localidades pueden asociarse con cambios en la fisiologia energética y
osmorregulatoria de Phyllotis darwini, el segundo capitulo, trata sobre los mecanismos de
variacion fisiolégica a través de un gradiente latitudinal, particularmente, es sobre la
relacién entre la flexibilidad fisiolégica y la variabilidad climatica, evaluando atributos
energéticos y osmorregulatorios, y en el tercer capitulo, continuando con los mecanismos
de variacién fenotipica, se evalua la asociacién entre la historia térmica e hidrica durante el
desarrollo y la flexibilidad fenotipica en Phyllotis darwini. Aun cuando cada uno de ellos
podria constituir un estudio independiete y con un valor explicativo propio, finalmente se

integran en una discusion general.




CAPITULO 1

Patrones de variacién fisiolégica en un gradiente latitudinal: efecto de Ia variabilidad

climdtica sobre la fisiologia energética y osmorregulatoria de Phyllotis darwini.




Resumen

Se investigé la variabilidad inira-especifica en el balance hidrico y energético en Phyllotis
darwini, un roedor con un amplio rango de distribucién en Chile, que enfrenta ambientes
disfmiles en cuanto a temperaturas, precipitaciones y productividad primaria. Se capturaron
individuos en 4 localidades rurales de Chile a lo largo de un gradiente latitudinal y se
evaluaron rasgos energéticos (Tasa metabdlica basal, TMB; Pérdida total de agua
evaporativa, PTAE; Masa corporal Mec; masa de Organos; actividad de enzimas
metabélicas) y rasgos osmorregulatorios (tamafio renal; Grosor medular relativo, GMR} en
asociacion con las caracteristicas abidticas del ambiente. A un nivel interpoblacional,
Phyllotis darwini presentd variaciones en atributos energéticos en asociacién con las
demandas hidricas y energéticas propias de cada localidad. Los individuos provenientes de
sectores aridos, presentaron una disminucién en la TMB, PTAE, un incremento en la
conductancia térmica, y en el tamafio de la oreja, probablemente asociado con una mayor
eficiencia en la pérdida de calor, adicionalmente, mostraron diferencias hasta de 122% en
el GMR respecto de otras localidades mésicas. Por otra parte, la localidad més austral,
caracterizada por presentar el mayor indice de precipitaciones y menores temperaturas,
mostraron un incremento en las tasas de gasto energético en relacién a quienes habitan
ambientes 4ridos. Los resultados confirman el efecto de la variabilidad ambiental sobre los

atributos fisiolégicos a un nivel interpoblacional en Phyllotis darwini.




Introduccion

Estudios de comparaciones interespecificas han demostrado que especies y poblaciones de
endotermos habitantes de ambientes dridos o semi-aridos presentan una serie de diferencias
fisiolégicas, morfoldgicas y conductuales con aquellos que habitan ambientes mésicos. Por
ejemplo, es comiin observar en animales desérticos un menor tamafio corporal, rifiones con
asas de Henle clongadas (Sperber, 1994), un incremento en el grosor medular relativo
(GMR) y de la capacidad de concentrar la orina (Schmidt Nielsen, 1997; Cortez et al.,
1988; Sperber, 1994; Al-Kahtani, 2004; Diaz et al., 2006; Sabat et al. 2006b), una menor
tasa metabdlica basal (acompafiada de ajustes en la masa y/o actividad metabdlica
especifica de ciertos tejidos) (Krebs, 1950; Hudson & Kimzey, 1966; Daan et dl., 1990;
Hinsley et al., 1993;Williams & Tieleman, 2001; Bozinovic et al., 2009), una menor
perdida de agua evaporativa (explicada por variaciones en la constitucién de esfinoglipidos
del estrato corneo) (Menon et al., 1989) y seleccién de micro sitios que proveen una
proteccion al calor (Williams & Tieleman, 2001). Asi, estos ajustes se explicarfan
fundamentalmente por la necesidad de reducir (i) las tasas de produccién enddgena de calor
y de pérdida de agua evaporativa y excretada debido a la escasez de agua en €l ambiente
(McNab & Morrison, 1963; Dawson & Bennett, 1973; Sabat et al., 2006a) y (ii) los
requerimientos y el gasto energético en ambientes en donde la productividad primaria es
reducida (Bozinovic et al., 2009).

Entre los factores abidticos que podrian explicar estas diferencias fenotipicas, se
destacan la temperatura, la humedad y la productividad primaria. Diversos estudios tanto en
Jaboratorio como en campo, han revelado que endotermos adultos responden a las bajas

temperaturas aumentando la tasa metabélica basal {Williams & Tieleman, 2000; Nespolo &
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Rosenman, 1997; Nespolo et al., 1999; Cavieres & Sabat, 2008). Ademas, se ha sugerido
que la escasez de agua serfa un factor selectivo que favoreceria bajas tasas de gasto
energético y de pérdida de agua por evaporacién, acompafiada de una reduccién en el
{amafio v masa corporal. En este sentido, en un estudio experimental, Al-Kahtani (2003)
encontré que restricciones hidricas aplicadas a roedores juveniles (Mus musctlus) produce
una disminucién de hasta un 50% de la masa corporal, acompafiado de un incremento en la
masa renal. Dentro de las hipdtesis planteadas para explicar c6mo las condiciones bidticas y
abidticas afectan la tasa metabélica basal masa-independiente en mamiferos, destaca la
hipétesis de hébitos alimenticios (FHH) (Mc Nab, 2002), que predice que la evolucién de
bajas tasas metabdlicas basales es mas probable que ocurra en especies con dietas de bajo
contenido energético y/o baja predictibilidad (véase Cruz-Neto & Jones, 2005). Por
ejemplo, un estudio en roedores a nivel interespecifico demostrd que las variaciones en la
tasa metabolica basal (TMB) pueden ser explicadas por la productividad primaria (Miller
& Diamond, 2001). En este sentido Bozinovic et al. (2009) documentaron que la TMB del
roedor diurno Ocfodon degus, se asocia positiva y significativamente con la productividad
primaria, indice de aridez y las precipitaciones, a nivel interpoblacional. Paralelamente y
con el propésito de evaluar componentes de FHEH la productividad primaria (disponibilidad
y predictibilidad), estos autores realizaron experimentos de jardin comiin en esta especie y
encontraron que las diferencias metabélicas se mantienen a pesar de la aclimatacién en
animales adultos. Sin embargo, estas diferencias podrian tener una base genética y/o
responder al fenémeno de plasticidad del desarrollo, lo que en éste y otros estudios, es una
interrogante que permanece sin respuesta (pero véase Oswald, 1998; Tracy & Walsberg,

2001). Por otra parte, es importante notar que la capacidad de un organismo de sobrevivir y
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reproducirse en un ambiente en particular, no depende solamente de un sistema fisiolégico
en particular (e.g. la funcién renal, ver Sperber, 1941; Diaz et al., 1996) sino que de todos
los caracteres fenotipicos en su conjunto. En general, los estudios que incorporan la
problemdtica de gradientes ambientales sobre atributos tanto fisioldgicos como
morfolégicos lo hacen a través del estudio de sistemas aislados, sin embargo, es necesario
comprender como responden los organismos de manera integrada a los desafios que
significa habitar sectores con diferencias en las condiciones ambientales. En este capitulo,
se busca estudiar la asociaci6n entre rasgos fenotipicos, a diversos niveles de organizacién

biolégica (sistémico a bioquimico) y las caracteristicas abidticas del ambiente.
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Hipdtesis

A Io largo del gradiente latitudinal de temperatura, precipitacion y productividad
primaria en Chile, Ias poblaciones experimentan diferencias en la disponibilidad
hidrica, en el estrés térmico y en la disponibilidad de alimento, esto se traduce en una
mayor habilidad de conservar agua en sectores dridos y un incremento en las

capacidades termogénicas hacia mayores latitudes.

Prediccion

Ajustes morfolégicos y fisioldgicos como ¢l aumento del tamafio renal y del grosor
medular relativo, estarén asociados negativamente con el indice de aridez. Por otro lado, la
TMB, PTAE, actividad enzimas oxidativas estardn positivamente correlacionados con el

indice de aridez.

Objetivo

Determinar los ajustes morfologicos y fisiolégicos a nivel interpoblacional en Phyllotis
darwini en respuesta a variacién en el indice de aridez, mediante el andlisis de los
signientes pardmetros energéticos: (1) tasa metabolica basal (2) pérdida total de agua
evaporativa (3) conductancia térmica (TC) (4) capacidad oxidativa (actividad enzimas
metabélicas, e.g., citrato sintasa y citocromo ¢ oxidasa) y (5) masa de drganos (corazon,
higado, intestino, estomago y rifién), y de pardmetros osmorregulatorios (6) estructura

renal (tamafio renal y grosor medular relativo (GMRY))
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Materiales y métodos

Modelo de Estudio

El roedor Phyllotis darwini, probablemente es uno de los mamiferos més estudiados en
Chile (Jaksic, 1997). Es un miirido omnivoro con una amplia distribucién en Chile que
abarca desde Paposo (II Regi6n) hasta Malleco (IX Region) desde el nivel del mar hasta los
2000 msom ([riarte, 2008). Su amplia distribucién a lo largo de Chile, hacen de Phyllotis
darwini un buen modelo para el estudio sobre las estrategias fisiol6gicas que presentan los

animales en relacién a las condiciones climéticas a lo largo de un gradiente de aridez.

Disefio experimental

Se capturaron individuos provenientes de 4 localidades rurales de Chile a lo largo de un
gradiente latitudinal de precipitaciones, temperatura y productividad primaria (Di Castri &
Hayek, 1976) que abarca un rango de 1.200 km. Las localidades escogidas fueron 1)
Copiapé (II Regién, Provincia de Copiaps, Comuna Copiap6, 27°58'S, 70°36'0), 2)
Marquesa (IV Region, Provincia de Elqui, Comuna Vicufla, 29° 55 S, 70° 57°0), 3)
Quebrada de la Plata (RM, Provincia de Santiago, Comuna Maipn, 33° 31" §, 70° 50°0,) y
4) Quirihue (VIII Regidn, Provincia Nuble, Comuna Quirihue, 36° 12" S, 72° 39°0). Los
individuos fueron capturados mediante trampas Sherman, y en un lapso no superior a 4
dias desde la captura se realizaron las determinaciones metabélicas (TMB, TC) y de

pérdida total de agua evaporativa (PTAE). Posteriormente, los animales fueron sacrificados
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y disecados, los 6rganos fueron removidos y pesados, el higado fue gnardado a -80°C para

posteriores andlisis de actividad de enzimas oxidativas (ver F igura 1.1)

Coplapé
Vicufia

Quebrada la
Plata

Quirihue

TMB-PTAE-TC
Morfometria

Masa 6rganos
Grosor medular relativo
Actividad enzimética (CS-COX)

Figura 1.1, Disefio expetimental para estudiar Ia variabilidad fisiolégica y morfolégica a lo

largo de un gradiente de aridez en Phyllotis darwini

Tasa Metabélica Basal

El consumo de oxigeno (VO,) se determing en la fase de descanso del ritmo de actividad de

la especie, en individuos postabsortivos, mediante un sistema de respirometria de flujo

abierto (Sable Systems) computarizado (Datacan V) calibrado con una mezcla de oxigeno

conocida (20%) v nitrégeno (80%) certificado por cromatografia (INDURA, Chile). Las
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determinaciones individuales se realizaron en camaras metalicas a temperatura ambiente
correspondiente a termoneutralidad, ie., 30 £ 0.5 °C (Novoa 1993). Las camaras
metabdlicas recibieron aire seco a una tasa de 750 mL/min desde un controlador de flujo
(Sierra Instruments) para asegurar una mezcla adecuada en la camara. El aire fué secado
antes y después de la cdmara y monitoreado cada 5 s mediante un analizador de oxigeno
IFC-1B (Sable System). El CO; se retir6 antes de entrar al analizador de O; vy el consumd
de oxigeno se calculd utilizando la ecuacién de Withers (1977: p 122): V.0, = [FR*60*(Fi
O3 — Fe 02))/(1-Fi O5), donde FR es la tasa del flujo en ml/min después de Ia correccién
STP, Fi y Fe son las fracciones de concenfracion de O, al ingreso y salida de la cémara

metabdlica, respectivamente,

Pérdida total de agua por evaporacion (PTAE)

Los individuos se pusieron en cdmaras metalicas de 5 1 con un piso de malla de alambre
sobre una capa de aceite mineral para atrapar las fecas y orina, excluyéndolas como fuente
de agua. El aire pasé a través de columnas de Dierite y Baralime para remover el agua y
CO; del aire mediante un confrolador de flujo (Sierra Instrument). El aire que salié de la
camara pasé a través de un higrémetro (1-RH 200, Sable System) antes que una submuestra
se desvie hacia a el analizador de oxigeno para las determinaciones de consumo de oxigeno
en reposo, en conjunto con las determinaciones higrométricas. La PTAE fué calculada
como PTAE = [(Ve pout -Vi pin)] [(Ve pout -Vi pin)] donde PTAE es expresada en mg/ml.
pin y pout son la humedad absoluta en kg/m® del aire de entrada y salida respectivamente,
Vi es la tasa del flujo que ingresa a la cdmara segtin un controlador de flujo de masa (750
ml min después de Ia correccion STP) y Ve es el flujo de aire que sale. Ve seré calculado
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siguiendo a Williams & Tieleman (2000) como Ve = Vi — [VO2 (1-RQ)] + VH20 Vi, y
VO, (mL min™) son conocidos. La humedad absoluta se calculé como p = P/(T*Rw),
donde P es la presion de vapor de agua del aire en Pascal, T es temperatura del punto de
rocio del higrémetro en Kelvin y Rw es la constante de gas para el vapor de agua (461.5
J/kg*Kelvin, Lide 2001). Pin se determiné usando el valor promedio de la presién de vapor
del aire que ingresa a la cAmara vacfa (i.e., periodo de base de 15 min) antes y despuss de
cada experimento. La masa corporal (Mb) fué medida antes de las mediciones metabdlicas

usando una balanza electrénica (=: 0.1 g).

Produccién de agua metabdlica (PAM)
La estimacién de PAM de Phyllotis darwini de las cuatro poblaciones se realizé usando la

siguiente equivalencia: 0,567 ml H,O por litro de Osconsumido (Schmidt-Nielsen, 1997).

Gradiente de aridez
Los datos climéticos de las localidades de estudio (Tabla 1) fueron obtenidos a partir de

hitp://fwww.worldclim.org y analizados con el programa ESRI. Para cada 4rea de estudio se

calculd el promedio mensual de las variables climaticas: precipitacion, altura, Tmax, Tmin,
Tpromedio €N un drea de 5 km? del sector de captura de los animales, con bases de datos
desde los afios 1950 al 2000.

Se calculé el indice de aridez como Q = P/((Tmaxt Tmin)(Tmax- Tmin)) * 1000 donde P es el
promedio anual de precipitaciones (mm), Trax €S la temperatura media méxima del mes
mas cdlido (°C) ¥ Twin la temperatura minima media del mes més fiio (°C) (Emberger
1955). Aéin cuando este indice parece confra intuitivo, ha sido derivado empfricamente
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para describir la productividad primaria en dreas dridas y semi-dridas y ha sido utilizado

como un buen predictor de caracteres fisiolégicos a un nivel interespecifico en aves (véase

Tieleman et al. 2002b).

Tabla 1. Datos climéticos y origen geogrifico para las cuatro poblaciones de Phyllotis

darwini a lo largo de Chile.
Localidad Precipitacion ~ T° media Tomedia T°media T°méxima T°minima  Altura Indice de
anual anual mes cdlido  mes fiioc  mescalido  mes frio Atidez (Qi)
Copiapd 32.8 15.69+0.84 19.82 11.85 25.56 6.38 434.5 9.66
Vicufia 80.75 14.5740.84 18,64 10.82 242 5.3 433.6 28.91
Santiago 381.45 14,90 £1.32 21.18 8.78 29.66 3.8 485 134.88
Quirihue 1012.2 11.71+1.0 16.72 7.26 2324 3.5 391 593.44

Ensayos enzimdticos

Después de la eutanasia y la diseccién de roedores, las muestras de higado fueron

almacenadas a -80°C para los subsecuentes ensayos de actividad enzimatica. El tejido

congelado fue pesado y homogeneizado e 10 volumenes de buffer fosfato 0.1M con EDTA

(PH 7.3) con Ultra Turrax (20000 rpm) en hiclo para evitar reacciones enziméticas. Las

muestras fueron sonicadas a 130 watt mediante un Ulirasonic Processor VCX 130, por 20

segundos con 10 segundos de intervalo, 14 veces cada una, mantenidas en hielo. Las

muestras fueron centrifugadas 15 min a 150000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue

cuidadosamente transferido en un nuevo tubo evitando la transferencia del la capa de
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lipidos presentes e las preparaciones de higado. La concentracién de proteinas de las
muestras fue determinada usando el método descrito por Bradford (1976), usando serum de
albumina como estandar.

La actividad de dos enzimas mitocondriales fueron determinadas: (a) Citocromo c oxidasa
(COX; E.C. 1.93.1), una enzima terminal de la cadena respiratoria, que indica la
capacidad de la mitocondria de proveer energia al sistema, y (b) Citrato Sintasa (CS; E.C.
4.1.3.7), una enzima soluble localizada en la matriz mitocondrial, participante del Ciclo de
Krebs. La actividad de COX fue determinada espectrofotométricamente de acuerdo a
Moyes et al. (1997), con pequefias modificaciones. La actividad enzimética fue
determinada en 10mM Tris/HCI pH7.0, que contiene 120 mM KCl, 250 mM se sucralosa, y
citocromo ¢ reducido con dithiothereitol en un volumen final de 0.2 ml. La absorcion de
citocromo ¢ a 550 nm cambia en estado oxidado. La disminuci6én en la densidad dptica a
550 nm fue monitoreada con un especirofotémetro Thermo Scientific Multiskan GO
UV/VIS a 25°C. La actividad en unidades por gramo de tejido fue calculada usando la
diferencia de coeficiente de extincién (Ae ™) entre el citocromo ¢ reducido y oxidado, que
es 21.84 mM Tem™ a 550nm por el citocromo c. La actividad de CS fue medida de acuerdo
a Sidell et al. (1987), con pequefias modificaciones. El medio de ensayo de CS contuvo
10mMTris/HCI, pH8.0, 10mM 5,5 dithiobis- (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 30mM acetil
Coenzyma A (Acetyl CoA) v 10mM acido oxaloacetico (OAA; omitido para el control) en
un volumen final de 0.2 ml. CS cataliza la reaccion entre acetil CoA y OAA para formar
acido citrico. El incremento en la extincién a 412 nm fué medido a 25°C. La actividad
enzimatica en unidad por gramo de tejido fue calculada usando un coeficiente de extincidn

de 13.6 mM em™ a 412nm. Se reportan las actividades masa especifica como pmol min™
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g de tejido™, actividad total (actividad masa especifica por la masa de tejido fresco) como

umol min " y actividad especifica por gramo de proteina.

Estructura renal: Grosor medular relativo

Despuss de la eutanasia y la diseccién de roedores, los rifioes fueron pesados y conservados
en una solucién de paraformaldehido-glutaraldehido. Se examind la estructura renal de
individuos provenientes de las 4 localidades. Para ello, se midi6 tanto el largo como el
ancho renal con un Vernier ( 0.01 cm) y cortes medio- sagitales (Cortes et al., 1990). El
ancho total y el grosor medular se realizaron en cortes sagitales desde la punta de la corteza
-médula hasta extremo de la papila (Heisinger & Breitenbach, 1969; Blake, 1977) bajo
observacién en un microscopio éptico (10X). Los cortes medio sagitales se realizaron para
maximizar el drea de visualizacién de la médula. El grosor medular relativo (GMR) se
calculd segiin Al-Kahtani et al. (2004), como sigue: GMR = 10 (grosor medular)/ (largo x

grosor X ancho)'”

Andlisis estadistico

En los casos en que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad las variables fueron transfomadas a logl0. Para determinar la existencia
de diferencias tanto en los pardmetros morfolégicos como fisiolégicos en el estudio de
variaciéon fisiolégica y morfolégica a lo largo del gradiente de aridez; se utilizé un
ANCOVA, usando la masa corporal como covariable y la localidad y sexo como factores.
Para determinar las diferencias especificas entre los promedios de rasgos fisiolégicos y

morfolégicos se utilizé una prueba de comparaciones miltiples a posteriori de Tukey. Para
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determinar la posible asociacién entre pardmetros fisioldgicos (e.g. TMB, PTAE, GMR) y
la masa corporal se realizd una- regresién simple. Para determinar la posible asociacion
entre los residuos de la TMB con la masa corporal y los residuos de masa de 6rganos con
la masa corporal se realizé un anslisis de regresion multiple paso a paso (stepwise forward).
Para determinar la asociaci6n entre variables fisiologicas e indice de aridez se realizé un
analisis de regresion simple. Se realizé un analisis de correlacién para determinar la
asociacidn entre variables fisiolégicas y variables climaticas (véase Tabla 1). En casos de
tener modelos con desigual tamafio muestreal, se utilizé la opcién suma de cuadrados tipo
III. Para determinar la respuesta integrada de las variables se realizé un andlisis de
componentes principales (ACP), incluyendo en el modelo todas las variables analizadas,

para posteriormente realizar un ANOVA sobre los gjes arrojados por et ACP.
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Resultados

Tamario corporal

Todos los datos de Masa corporal fueron trasformados a logj antes de los analisis para
corregir desviaciones de normalidad, (K-S d=0., p>0,2) y homogeneidad de varianza
(Levene, Fiaoo=1,54 p=0,2). La masa corporal de Phyllotis darwini de las cuatro
localidades de Chile, promedié en Copiapd 31,3 & 1,7 g (N=24), en Vicufia 37,8 + 1,6 g
(N=28), en Santiago 54,1 + 2,0 g (N=17) y en Quirihue 40,35 + 1,7 g (N=25),
encontrandose diferencias significativas entre localidades (F3, 3s=26,41 p<0,0001) y entre
sexos (F1, s6~7,81 p=0,006). No se encontrd un efecto significativo en la interaccién de la
variables (¥3, 36=2,25 p=0,088). (Ver Tabla 1.2).

El anélisis de componentes principales (ACP) que incluyé a las variables morfométricas
(masa corporal, largo total, largo de la oreja, largo de la pata y largo de la cola) de P.
darwini de las 4 localidades de estudio, usando Ias 5 variables incorporadas en el andlisis,
redujo a 1 factor que explica el 42% de la variacién. El componente estuvo correlacionado
la masa corporal, largo de la cola, largo de la pata y largo total. Este eje se interpretd como
“tamafio corporal”. El ANOVA reveld que este factor varfa significativamente entre las
locatidades (F341=6,27 p<0,001) y entre sexos (¥;,4=6,02 p=0,01). No se encontré efecto
en la interaccion de los factores (Fi36=1,91 p=0,13). La prueba de Tukey revelé que la
localidad se Santiago se diferencid significativamente del resto de las localidades (Tukey
test p<0,05).

Considerando las variables morfométricas de manera individual, sélo el tamaiio de la oreja,
presentd diferencias entre localidades (ANCOVA, Fs, ¢0=37,18 p<0,0001), pero no entre
sexos ni en la interaccion de los factores (Fy6=0,02 p=0,9 y I3 =1,09 p=0,36
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respectivamente), el test a posteriori de Tukey revelé que la localidad de Quirihue presentd

valores significativamente menores (Tukey test p<0,05) alcanzando una disminucién de

22% comparado con la localidad xérica de Copiap6. En este sentido, el andlisis de regresion

nos muestra que esta variable se asocia negativa y significativamente con la latitud (r = -0,8,

r’=0,64, Fq 63 =111,72 p<0,0001) y con el indice de aridez, Qi (r = -0,91, 1"=0,83, F( 63 =316,09,

p<0,0001).

Tabla 1.2. Masa corporal de Phyllotis darwini de 4 localidades a lo largo de un gradiente

latitudinal. Diferentes superindices indican diferencias significativas después de la prueba

de Tukey (con letras diferencias significativas enire sexo de cada localidad, y con mimeros

diferencias significativas entre localidades). Los valores se muestran en promedio + error

estandar. Entre paréntesis se indica el tamafio muestreal de cada grupo.

Localidad Macho

Copiapd ! 34,17+2,19 (14)*
Vicufia > 39,08 + 2,05 (16)*
Santiago® 60,56 £2,59 (10)®
Quirihue * 39,56 = 2,11 (15)*

28,41 % 2,59 (10)°
36,57 +2,36 (12)°
47,7+3,1(N°
41,15 £ 2,59 (10) *

Tabla 1.3. Eje ACP derivado del andlisis de caracteres morfométrico en Phyllotis darwini

de cuatro localidades de Chile. En negrilla las variables que presentan una carga >0,7

Variables ACP

Masa corporal -0,700
Largo la oreja -0,754
Largo Pata -0,297
Largo de la cola -0,710
Largo total -0,688
Varianza explicada (%) 42,4
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Balance hidrico (PTAE, PAM) y energético (TMB, CT)

Los datos de TMB y PTAE fueron transformados a log10 para corregir desviaciones de la
normalidad. Ambos, TMB y PTAE se asociaron positivamente con la masa corporal (ITMB,
r*=0,54, Fq 32 =38,2, p<0,001 y TEWL, 1*=0,39, Fa.29) =19,11, p<0,001; Figura 1.2). El
anélisis de los residuos de las variables fisioldgicas (TMB y PTAE) y la masa corporal
revel6 la existencia de una asociacion funcional entre ellas (r2=0,14, Fu,28), p=0,04; Figura
1.2). El MANOVA revel6 un fuerte efecto de la localidad sobre los residuos de laTMB y la
PTAE con la masa corporal (Wilks'lambda = 0,39, Fe 44=4,34, p=0,001), sin embargo no se
presentaron diferencias entre sexos (Wilks A=0,89, Fap =1,22, p = 0,31) ni en la
interaccion de ambos factores (Wilks A=0,83, Fs44=0,66, p = 0,67, ver Figura 1.2). El test
de comparaciones multiples de Tukey revelé que tanto TMB como PTAE presentaron
valores significativamente mas alios en la localidad mas austral (comuna de Quirihue,
Tukey test: p< 0,05). En paralelo, los resultados revelaron una asociacién positiva y
significativa entre los residuos tanto de TMB como de PTAE con el indice de aridez Qi
(tes TMB, 1°=0,33, F132 =16,02, p<0,001 y res PTAE, 1*=0,25, F(129) =9,63, p=0,004,
véase figura 1.3y 1.4).

Al analizar los valores de PTAE de P. darwini medidos a 3 temperaturas ambientales (5, 15
y 30°C), los resultados revelaron una disminucién significativa de la PTAE con el
incremento de Ta (F2,52 =60,97, p< 0,0001). Estas diferencias alcanzaron un 110% entre las
temperaturas extremas (5 y 30°C); adicionalmente se enconirdé una disminucién de 33%
entre la PTAE alcanzada alos 5 y 15°C (Tukey test p < 0,05 para todas las comparaciones).
No se encontraron efectos significativos de la localidad (Fs, 26=1,84, p = 0,16), ni de Ia

interaccion localidad - Ta (Fe 52=0,18, p= 0,97).
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La razén entre la PAM y la PTAE tampoco presenté variacion entre localidades (Fs22
=2,14, p= 0,12), pero si entre Ta (Fau =47.39, p< 0,0001). El test de comparaciones
maltiples de Tukey (p<0,05) revelé que a 30°C PAM/PTAE se diferenci6
significativamente de las otras temperaturas, disminuyendo un 35% a los 30°C. No se
encontré un efecto de la interaccioén (Fg 44 =0,93, p=0,48).

La diferencia entre la PTAE y la PAM presenté variaciones marginalmente significativas
entre Ta (Fa,46=3,03, p=0,05) y el test de Tukey evidencié que a los 30°C se produce una
significativa disminucién en PTAE-PAM, que alcanza un 18% respecto de las otras
temperaturas (p<0,05). No se encontré diferencias significativas enire localidades ni un
efecto de la interaccién de los factores (Fizx =2,33, p= 0,1 v Fs4¢ =0,78, p= 0,58,
respectivamente).

Por su parte, la conductancia térmica de P. darwini fue significativamente mayor en la
localidad de Copiapd (Fs 21 =8,86, p<0,001), mostrando un incremento de un 111%, 146%
y 86% respecto de Vicufia, Santiago y Quirihue respectivamente (ver Figura 1.5). No se
encontrd efecto significativo del sexo y de la interaccion de ambos factores (Fy 1 =0,44,
p=0,51 y F321 =1,34, p=0,28 respectivamente). A pesar de variar significativamente enire
los sitios de estudio, la conductancia térmica no se asocié significativamente con el indice
de aridez (Qi) (*=0,01, Fuas =0,26 p=0,61). El andlisis de correlacién entre la
conductancia térmica v variables climéticas de los sitios de estudio, revelé la existencia de
una asociacion significativa y negativa con la latitud (r=-0.47, p=0.009) y una asociacién
positiva con la temperatura minima anual (=0,44, p=0,01). Sin embargo, no se

correlaciond significativamente ni con la temperatura media anual (=0,3, p=0,1), ni con la
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temperatura méxima anual (r=0,19, p=0,12), tampoco con las precipitaciones anuales (i=-

0,29, p=0,23).
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Figura 1.2. Relacién entre tasa metabdlica basal, la Pérdida de agua evaporativa y la Masa
corporal en Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile (a) TMB en funcién de la masa
corporal; (b) PTAE en funcién de la masa corporal, (c) residuos de 1a PTAE en funcion de

los residuos de TMB con la masa corporal.
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Figura 1.3. Tasa Metabélica Basal de Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile en
funcién indice de aridez. Los datos se reportan como promedios = error estdndar. Las letras

indican las diferencias entre grupos luego del test de comparaciones miiltiples de Tukey.
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estdndar, Las letras indican las diferencias entre grupos luego del test de comparaciones

miltiples de Tukey.
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Figura 1.5. Balance hidrico en Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile en relacién
a la Temperatura ambiental (A) Pérdida total de agua evaporativa (PTAE); (B) Proporcién
entre produccién de agua metabdlica y pérdida total de agua evaporativa; (C) Diferencia
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indican diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los datos se

reportan como promedios + error estdndar
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Figura 1.6. Conductancia térmica Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile.

Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos después de la prueba de

Tukey. Los datos se reportan como promedios + error esténdar,
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Masa de érganos

La masa del higado, del pancreas, del rifién, del pulmén, del estomago, de los ciegos y del
intestino grueso y delgado se correlacionaron positivamente con la masa corporal, (higado
=0,9 p<0,001, pancreas r=0,56 p=0,02, rifién r=0,75 p<0,001, pulmén r=0,75 p<0,001,
estomago 1=0,89 p<0.001, ciegos r=0,68 p=0,001, intestino grueso r=0,59 p=0,006, e
intestino grueso r=0,58 p=0,008).

Comparaciones de la masa fresca de los érganos entre las 4 localidades se muestran en la
Tabla 1.4. Se encontraron diferencias significativas en el higado (F321 =3,54, p= 0,03),
rifion, (Fz22 =32,0, p< 0,001), pulmén (Fzz2 =14,73 p< 0,001), estémago (F322 =7,17, p=
0,001) y ciegos (F3,15=328,86, p< 0,001). No se encontraron diferencias entre localidades
en la masa del corazén (F32:=0,27, p= 0,84), pancreas (F32=0,63, p= 0,60), intestino
grueso (F3»=1,41, p= 0,26) y en la masa y el largo del intestino delgado (F322=1,95 p=
0,14 y F315=0,09 p= 0,96 respectivamente). Ademds, se encontrd que las hembras
presentaron un incremento significativo tanto de la masa de estomago como del largo del
intestino grueso (F12:=6,35, p= 0,01 y F1,15=30, p= 0,08). No se encontré un efecto
significativo del sexo sobre la masa del rifién (Fj2=2,22, p= 0,14), ciegos (F1,15=0,91, p=
0,35), intestino grueso (Fi»=1,11, p= 0,3), corazén (F121=0,59, p= 0,44), péncreas
F12=2.5 p= 0.12), pulmén (F122=0.97 p= 0.33) ni en el largo del intestino grueso y
delgado (Fy,15=3.30, p= 0.08 y F1,15=0.99 p= 0.33). Tampoco se encontrd efecto de la
interaccion de los factores localidad y sexo sobre la masa de higado (F32:=1.3 p= 0.2),
1ifién (F32;=0.99 p= 0.41), estémago (F32:=1,49 p= 0,24), ciegos (F32:=2,98 p= 0,06),

intestino delgado y grueso (F32:=2,59 p= 0,07 y F32,=0,25 p=0,8), corazén (F321=0,89 p=
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0,45), pancreas (F32=0,5 p= 0,68) , pulmodn (F322=0,46 p= 0,71) ni en el largo del intestino

grueso y delgado (F3,15=0,74 p= 0,53 y F3,19=0,43 p= 0,73).

Tabla 1.4. Masa corporal y masa de los érganos en Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile.
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre grupos después de la prueba de
Tukey. Entre paréntesis aparece el niimero de animales utilizado en cada medicién. Los valores se

muestran como promedios % EE.

Copiap6 Vicuiia Santiago Quirihue
Masa Corporal (g) 35.0£2.62°(8) 41.9+3.77°(8) 57.1#4.57°(7)  3649£1.35%(8)
Higado (g) 132+0.10%(8) 145:0.12°(8)  245:031°7)  1.58£0.08°(7)
Corazén (g) 026£0.12°(8) 0.20:0.02%8)  028:0.02%7)  0.19+0.01%(8)
Péncreas (g) 0.15:0.06%(8)  0.07:0.01%8)  0.07£0.33%7)  0.14£0.02*(8)
Rifién (g) 0.35:0,01°(8) 0.36+0.02%8)  0.59£0.02°%(7)  0.37:0.01%8)
Pulmén (g) 0.21+0,01%(8) 0.23:0,01%8)  0.46x0.03%7)  0.200.01 °(8)
Estomago (g) 04120.19°(8) 0.57:0.04°%8)  0.77x0.04°(7)  0.530.03 ¥(8)
Ciego (g) 0.6£0.02%(8)  0.75:0.09%8)  0.7610.09%6)  0.60+:0.03%(7)
ID (g) 1.1440.06*(8)  1.23+0.07%8)  1.76£0.23 *(7) 1.1420.02 %(8)
1G (g) 0.32+0.02%(8) 043x0.03%8)  0.43x0.04°(7)  0.32+0.02%(8)
ID (mm) 261.5+11.5%(8) 292.2:4.0%8)  300.9+17.5%7)  274.6:14.8%(8)
1G(mum) 128.115.81*(8) 164.8£9.3%8)  151.7429.6%7)  129.546.06°(8)

El analisis de regresién miltiple paso a paso (forward stepwise) entre los residuos de TMB y los
residuos de la masa de érganos revelan que un 66 % de la varianza en TMB es explicada por la

masa del corazén, estémago y de los ciegos (i ajustado =0,66 Fy15=7.2 p=0,002)
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Actividad enzimdtica

La actividad total de Citrato sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa se asocid significativamente
con la masa corporal (CS, 1%=0,38 F 25 =15,39 p<0,001; COX, ’=0,47 F27) =28,82
p<0,001, Figura 1.7).

Comparaciones de la actividad en el higado de estas 2 enzimas, entre las 4 localidades se
muestran en la Tabla 1.5. La actividad total no presenté diferencias significativas entre
localidades (CS Fg 15y =2,97 p=0,06 y COX F3,19) =0,86 p=0,47), entre sexo (CS Fy,13
=2,26 p=0,14 y COX F3 19 =0,02 p=0,87) y no hubo efecto significativo de la interaccion
entre los factores (CS Fg,1s =0,43, p=0,72 y COX Fg,19) =1,99 p=0,14). La actividad
especifica tampoco presentd diferencias significativas entre localidades (CS F 21y =1,49,
p=0,24 y COX Fga1y =0,58, p=0,63), entre sexo (CS Fy a1y =2,69, p=0,11 y COX Fg,19)
=0,41, p=0,52) y no hubo efecto de la interaccién (CS F,13 =0,77, p=0,52 y COX F3,19)=
2,0 p=0,14), La actividad por gramo de proteina tampoco presentd diferencias significativas
entre localidades (CS Fg2n =1,63, p=0,21y COX Fpz =0,41, p=0,73), sin embargo la
CS present6 diferencias significativas entre sexos (CS F 21y =4,88 p=0,03). No se encontrd
un efecto significativo del sexo sobre COX (Fpa =1,44, p=0,24). Ninguna de las
actividades especificas presentaron diferencias significativas en Ia interaccién de los

factores (CS Fz21) =0,68 p=0,57 y COX F3 22y = 1,77 p=0,18).
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Figura 1.7. Actividad enzimética de Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en funcién de la

masa corporal de Phyllotis darwini de 4 localidades de Chile.
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Tabla 1.5. Actividad de Enzimas metabdlicas en muestras de higado de de Phyllotis

darwini de cuatro localidades de Chile. Entre paréntesis aparece el nimero de animales

utilizado en cada medicién. Los valores se muestran como promedios + EE.

COX=Citocromo ¢ Oxidasa, CS=Citrato Sintasa.

Vallenar

Vicuiia

Santiago

Quirihue

Cox

umol ming tejido™
Act.total (U)

umol min’'g proteina’
cs

umol min-1g tejido™
Act.total ()

umol min"g proteina™

1.48+0.23 (8)
1.90+0.30 (8)
6.46::0,72 (8)

2.74+0.36 (7)
3.37£0.27 (7)
10.86£0.65 (7)

1.3420.25 (8)
2.04+0.49 (8)
6.1920.70 (8)

334204 1 (8)
4.89+0.75 (8)
14.021.79 (8)

1.17:0.32 (6)
3.21£0.99 (6)
6.270.72 (6)

3,06:0.21 (6)
8.45:1.12 (6)
12.511.26 (6)

1.760.19 (8)
2.69£0.21 (8)
7.24%0.83 (8)

3.49:£0.30 (8)
5.490.55 (8)
14.3641.49 (8)
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Morfologia renal: Grosor medular relativo

El grosor medular relativo (GMR) mostré un escalamiento negativo con la masa corporal
(GMR= 2,73 Mb'O’SI, #=0,39, Fape =18,4 , p<0,001, Figura 6) y se asocié negativa y
significativamente con el indice de aridez (GMR= 1,82 Mb %3, =02 Faany =771 ,
p<0,01, ver Figura 8). Se encontré un efecto significativo de la localidad en el GMR (F22)
=055 p<0,001). La prueba de Tukey revelé que las dos localidades del norte, no se
diferencian significativamente entre si, pero presentan un incremento de GMR de un 126%
en relacién a Santiago y de un 32% (respecto de la localidad de Quirihue, ver Figura 1.9 y

1.10).

01 ® Vallenar
0 Vicuiia

v Sanllago

0.2 ~ . o A Quirhue

Log,, GMR g rilﬁon‘1
=]
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Figura 1.8. Grosor Medular Relativo (GMR) en relacién a la masa corporal de Phyllotis

darwini de cuatro localidades de Chile.
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Figura 1.9. Grosor medular relativo de Phyllotis darwini de 4 localidades de Chile en

relacion al indice de aridez
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Figura 1.10. Grosor medular relativo de Phyllotis darwini en cuatro localidades de Chile.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos después de la prueba de

Tukey. Los datos se reportan como promedios  error estdndar

Andlisis multivariado

Para reducir el ntimero de variables correlacionadas, a un nimero menor de variables
ortogonales, se realizé un anélisis de componentes principales (ACP) incluyendo todas las
variables estudiadas. Adicionalmente, se utilizé un ANOVA usando localidad como factor
y los dos ejes principales arrojados por el andlisis (CP1 y CP2) como variables
dependientes. De las 16 variables incorporadas al andlisis, el modelo las redujo a 2 factores
que explican el 70.7 % de la variacion (Tabla 1.6). El primer componente estuvo
fuertemente correlacionado con la masa corporal (Mc), la tasa metabélica basal (TMB), la
masa del higado, del pancreas, del rifién, del pulmén, del estémago, se los ciegos, del

intestino delgado, del intestino grueso, con el grosor medular relativo (GMR) y Ia actividad
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total de las enzimas Citrato Sintasa (CS) y Citocromo ¢ Oxidasa (COX). El segundo eje

(ACP 2) estuvo correlacionado con la Pérdida total de agua evaporativa (PTAE), Tabla 1.6.

El Anova revelé la existencia de un fuerte efecto tanto de la localidad (Fs36=11.06

p<0,0001) sobre ambos ejes. El anélisis

de comparaciones miiltiples muestra una

significativa diferenciacion de Phyllotis darwini provenientes de la localidad de Santiago

(Figura 1.11).

Tabla 1.6. Ejes de ACP derivados del analisis de caracteres energéticos y osmoregulatorios

en Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile. En negrilla las variables que presentan

una carga > 0,7

Variables ACP egje 1 ACP eje 2
PTAE -0.408556 0.775928
Mec -0.878794 0.111915
TMB -0.716644 0.074822
GMR 0.802410 -0.019307
CT 0.507095 -0.482737
Masa Higado -0.939697 -0.17893
Masa Corazén -0.076635 -0.492357
Masa Pancreas -0.668446 -0.53207
Masa Rifién -0.901857 -0.186126
Masa Pulmén -0.883011 -0,195382
Masa Estomago -0.951362 0.157871
Masa Ciegos -0,770205 0.302459
Masa Intestino delgado -0.871638 -0.214356
Masa Intestino  grueso -0.730889 0.266601
Actividad total Actividad total CS -0.901461 -0.169525
Actividad total Actividad total COX -0.823268 -0.079798
Varianza explicada (%) 59.7 10.95
Varianza explicada acumulativa (%) 59.7 70.73
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Figura 1.11. Espacio de ordenaci6n de los componentes principales de caracteres

energéticos y osmoregulatorios en Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile. Entre

paréntesis el porcentaje de varianza explicada por cada eje.
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Discusion

El efecto de las variables ambientales sobre la diversidad fisiologica ha sido ampliamente
descrito en la literatura (McNab, 1986; Lovegrove, 2000; Rezende et al., 2004; Karasov &
McWilliams, 2005). Por ejemplo, Corp et al, (2008) encontraron que dos poblaciones de
Apodemus sylvaticus presentaron variaciones estacionales en la tasa metabdlica y en la
conductancia térmica asociado a diferencias tanto en vegetacién como en femperatura
ambiental. De la misma forma, Wan-long et al. (2013) reportaron que Eothenomis olitor €s
capaz de ajustar, entre otros atributos fisiolégicos, la tasa metabdlica y la pérdida de agua
por evaporacién en ambienies altamente estacionales de tal manera de asegurar su
sobrevivencia en esas condiciones. Asimismo, Diaz et al. (2006) reportaron que el tamafio
renal y el grosor medular relativo roedores sudamericanos, se asocid directamente con la
aridez del 4rea, incrementando en sectores caracterizados por altas temperaturas
ambientales y baja disponibilidad hidrica. En este capitulo, se evalué la variabilidad intra-
especifica en el balance hidrico y energético en Phyllotis darwini, un roedor con un amplio
rango de distribucion en Chile, que enfrenta ambientes disimiles en cuanto a temperaturas,
precipitaciones y productividad primaria.

La dificultad de mantener altas temperaturas corporales constantes en ambientes
célidos comparados con ambientes de bajas temperaturas, puede ser resuelta a través de
modificaciones en la produccién y en la pérdida de calor (Schmidt Nielsen, 1997). Cuando
la temperatura ambiental es elevada, las respuestas termorregulatorias, pueden incluir
cambios en el flujo de calor desde el animal hacia el entorno a través de variaciones en el

metabolismo, en la pérdida de agua cutdnea y/o respiratoria, en las propiedades fisicas de la
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piel, en la respuesta pilomotora y vasomotora y en cambios posturales entre ofros (Serrat,
et al., 2008, Wan-Long et al., 2008, 2010, 2013). En paralelo, y a nivel biogeogréfico, la
regla de Allen ha sido utilizada para describir la observacién de que apéndices (e.g. orejas,
extremidades y colas) de animales que habitan regiones geogréaficas frias son
consistentemente més cortas que la de su contraparte cercanamente relacionadas que
habitan areas calidas (Allen, 1877). Asf, una disminucién en el tamafio de dichos apéndices
minimizaria la pérdida de calor por reducir el 4rea superficial en relacién al volumen,
(Ashoub, 1958; Weave & Ingram, 1969, Harrison, 1960; Serrat, 2008). A un nivel
interpoblacional, Phyllotis darwini presenté variaciones en atributos energéticos, entre
localidades que presentan fndices de aridez que van desde 9.8 hasta 593.4 (Copiap6 y
Quirihue respectivaente). Individuos provenientes de la localidad mds érida, ademas de
presentar una reduccion significativa en la tasa metabélica basal (33% entre localidades
exiremas, figura 1.2), presentaron una conductancia térmica significativamente mayor,
alcanzando mas del doble valor encontrado en las localidades més australes (ver figura 1.5).
Adicionalmente las medidas morfometricas de roedores provenientes de las cuatro
localidades de estudio apoyan la regla biogeografica de Allen, el largo de la oreja se asocié
negativamente con la latitud, alcanzando diferencias de 21% entre localidades extremas
(Copiap6-Quirihue).

En este sentido, surge la interrogante jqué mecanismos proximales podrian explicar
el incremento en la tasas de gasto energético a lo largo del gradiente latitudinal? Se ha
descrito que en sintonfa con la demanda energética, los animales podrian modificar tanto el
tamafio de 6rganos, como la actividad de 6rganos metabdlicamente activos (Crabtree &
Newsholme, 1971, Dowson & Olson, 2003, Koteja, 1995). Nuestros resultados no
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respaldan esta hip6tesis: el incremento en la TMB (masa independiente) observado en la
localidad de Quirihue, no se asocid con incrementos en la masa de drganos en esa
localidad, tampoco con mayor actividad enzimética de CS o COX. Por otra parte, los
resultados revelaron que individuos de la localidad de Santiago fueron quienes presentaron
una mayor masa corporal y mayor masa de 6rganos (higado, rifién, pulmén, estomago y
ciegos) respecto de las otras localidades, lo interesante, es que estas variaciones no se
traducen en incrementos significativos en la TMB masa independiente.

Diversos estudios, han mostrado que en condiciones de aridez, los animales
presentan bajas tasas de pérdida de agua y poseen la habilidad de conservarla mas
eficientemente, respecto de especies o poblaciones que habitan ambientes mds meésicos
(Wolf &Walsberg, 1996, Buttermer & Thomas, 2003, Sabat et al, 2006; Tirado et al.,
2007). La respuesta de P. darwini en relacién a la PTAE fue de acuerdo a lo esperado y en
efecto, la localidad del extremo norte de este estudio (Copiapd) presentd una reduccion del
un 37% en la PTAE en relacién a la localidad de Quirihue, mostrando una significativa
asociacién con el indice de aridez. Ademds, la PTAE medida a tres temperaturas
ambientales (5, 15 y 30°C) mostré valores 110% inferiores cuando se midié a 30°C
respecto de las medidas realizadas a 5°C. En todas las localidades de estudio la tasa entre
PAM y PTAE disminuy6 significativamente con el incremento de la temperatura ambiental,
y la cantidad neta de agua perdida (PAM-PTAE) también fue significativamente menor a
altas temperaturas ambientales. Estos resultados apoyan la hipdtesis que la reduccion de la
pérdida de agua evaporativa tendria un importante valor adaptativo para los animales que
experimentan altas temperaturas ambientales, como aquellos que habitan climas desérticos
(Marilyn & Dale, 2001; Bozinovic & Gallardo, 2006).
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En relacién a la estructura renal, las diferencias encontradas entre localidades no
fueron concordante con lo descrito anteriormente para roedores (véase Al-Kahtani et al,,
2004). Como se menciond, para este grupo se ha documentado que existiria una relacién
positiva entre el tamafio renal y el aridez del hébitat a un nivel inter-especifico (véase
ademds Braun 1978; Goldstein &Braun 1989, Gallardo & Cortez, 1999). Sin embargo, el
tamafio renal, no se diferencio significativamente entre las localidades extremas en este
gradiente de aridez. Fueron los individuos provenientes de la localidad de Santiago, quienes
mostraron tamafios renales significativamente mayores (23%). Sin embargo, cuando se
analizé el GMR, un indicador de la habilidad de los individuos de concentrar la orina (Al-
kahtani et al., 2004), los resultados revelaron que los individuos las localidades dridas
(Copiap6-Vicufia) presentaron valores significativamente mayores respecto de Santiago y
Quirihue (122 y 36% respectivamente), de tal manera que como respuesta a la necesidad de
conservar agua, los individuos modificarian el GMR y no el tamafio renal, como se habia
documentado a nivel interespecifico (Al-kahtani et al., 2004).

El andlisis de componentes principales permite ver de una manera integrada las
caracteristicas fisioldgicas de Phyllotis c-iarwini entre localidades, y revela, por una parte, la
existencia de una clara integracién de la fisiologia energética y osmorregulatoria a nivel
inter-poblacional, ya que el 59.7% de la variabilidad observada en atributos fisiolégicos
entre los individuos fue explicada por el componente principal 1 (véase fabla 1.6 para
detalle), ademss, el espacio de ordenacion de los componentes principales mostro una clara
diferenciacién entre las localidades, separando significativamente a los individuos de
Santiago del resto de las poblaciones (figura 10). Esta diferenciacién podria explicarse

entre otros factores, por cambios en la disponibilidad y calidad de los items dietarios entre
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localidades. Individuos de Santiago mostraron mayores tamafios en érganos relacionados
con ¢l procesamiento y absorcién de nutrientes (Hammond & Janes, 1998). En este
contexto serfa interesante conocer aspectos de la fisiologia digestiva y hdbitos dietarios
entre las localidades para incrementar el entendimiento de cémo los diversos factores
ambientales afectan la fisiologia de las especies silvestres en el campo. Es interesante que
en algunos casos (e.,g,. ¢l tamafio renal) los resultados encontrados en P. darwini se
contradicen con lo encontrado a un nivel interespecifico en roedores. La discrepancia puede
revelar la diferencia entre los niveles de anélisis, inter- e intra-especifico.

En conclusién, las poblaciones de Phyllotis darwini a lo largo del gradiente de
aridez, presentan diferentes estrategias fisioldgicas en relacién a sus ambientes naturales.
Por ejemplo, los individuos de la localidad més austral, caracterizada por presentar el
mayor indice de precipitaciones y menores temperaturas, mostraron un incremento en las
tasas de gasto energético en relacién a quienes habitan ambientes dridos. Individuos de
ambientes aridos, por su parte, ademds de disminuir la TMB y la PTAE, presentaron
modificaciones en estructura renal asociada con el incremento en la habilidad de conservar
agua en esas condiciones, adicionalmente incrementaron la habilidad en la pérdida de calor,

a través de aumento en la CT y del tamafio de apéndices (e.g. oreja).
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Capitulo 2

Mecdnismos de variacién fenotipica: asociacién entre flexibilidad fisiolégica y

variabilidad clim4tica en un gradiente latitudinal.
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Resumen

En este capitulo se estudié la asociacién entre la flexibilidad fisiolégica de 1asgos
energéticos (Tasa metabdlica basal, TMB; Pérdida total de agua evaporativa, PTAE; Masa
corporal, Mc) y osmorregulatorios (Osmolalidad de la orina) y la variabilidad climdtica en
Phyllotis darwini, un roedor que fresenta un amplio rango de distribucién en Chile.
Individuos adultos fueron capturados en 4 localidades rurales de Chile a lo largo de un
gradiente latitudinal de variabilidad climatica (medido a través de la varianza del indice de
aridez) y llevados al laboratorio. Con el objetivo de evaluar la contribucién de la
flexibilidad fenotipica sobre la variabilidad fisiolégica en respuesta a la temperatura, los
individuos fueron mantenidos en un tratamiento de pre-aclimatacién térmica de 22°C por 4
semanas, posteriormente fueron aclimatadas a 15°C y re-aclimatados a 30°C durante cuatro
semanas. Ademds, para conocer la contribucién de la flexibilidad fisiolégica en relacién a
la disponibilidad hidrica, los individuos provenientes del tratamiento a 30°C (agua ad
libitum) fueron re-aclimatados a un tratamiento de restriccién hidrica (30°C/50% agua) por
el mismo periodo de tiempo. Finalizada la aclimatacién térmica, la Mc yatravés deellala
TMB solo present6 variaciones significativas en la localidad ms ausiral de este estudio, y
esta variacion fue dependiente de la direccién de la seflal ambiental, lo individuos
incrementaron la Mc y la TMB sélo cuando provenfan de un ambiente de mayor
temperatura. Por otra parte, y en respuesta a la disponibilidad hidrica, no se encontrd
asociacion entre flexibilidad fisiologica y variabilidad climatica en la funcién renal, las
capacidades de concentrar orina fueron rasgos altamente plasticos, los individuos

provenientes de todas las localidades incrementaron la osmolalidad de la orina en repuesta

53




a la disminicién en la disponibilidad de agua, respecto de los atributos energéticos, sélo Ia
localidad més austral de este estudio vari6 la Mc y a través de ella la pérdida total de agua
evaporativa. Los resultados sugieren que la asociacién entre variabilidad climatica y
fexibilidad fisiolégica es dependiente del atributo analizado y que la experiencia (e.g
térmica) de los organismos a lo largo de su vida podria contribuir a la flexibilidad
fisiologica en los individuos adultos. Ademas, debido a que sélo los individuos de Quirihue
mostraron flexibilidad en atributos energéticos, se propone la existencia de un umbral de
variabilidad climatica sobre la cual los individuos responderian con modificiaciones

fisiolégicas.
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Introduccién

La plasticidad fenotipica es la habilidad de un organismo de expresar distintos fenotipos en
respuesta a sefiales del ambiente bidtico o abi6tico (West-Eberhard, 2003). Un caso
particular de plasticidad fenotipica, denominada flexibilidad fenotipica, se refiere a las
transformaciones reversibles de caracterfsticas fenotfpicas (e.g., bioquimicas, fisiolégicas,
morfolégicas, o conductuales) que tienen lugar cuando las condiciones ambientales
cambian en cortos periodos de tiempou(Agrawal, 2001; Piersma, 2003; Scantlebuy et al.,
2009). La comprensiéon del fendmeno de plasticidad fenotipica, es fundamental en
entendimiento de c6mo los organismos interactian con su ambiente (Pigliucci, 2001) y
puede ser abordado a través del estudio de la norma de reaccion (NR), que se refiere al
conjunto de fenotipos que pueden ser producidos por un genotipo en particular que cs.
expuesto a diferentes condiciones ambientales (Schlichting & Pigliucei, 1998). En este
contexto, se ha descrito que bajo ciertos escenarios, Ia plasticidad fenotipica podria ser
beneficiosa y que los organismos ajustarfan su fenotipo en relacién al ambiente para
incrementar su desempefio biol6gico en esas condiciones (véase Garland & Carter, 1994;
Sabat & Bozinovic, 2000; Agrawal, 2001). Pigliucci (2001) propone que Ia plasticidad
fenotipica es un componente importante de la ecologfa de los organismos y que los costos
de la plasticidad de un rasgo estarian relacionados a costos energéticos de mantencién y de
produccién de estructuras plasticas. Adicionalmente, ha sido documentada la importancia
de la historia en el desempefio biolégico de organismos. Por ejemplo, Mckechnie et al,
(2006) encontraron que las variaciones en los rasgos metabdlicos son adaptativos y reflejan
ajustes a las condiciones ambientales ya sea por seleccién natural, plasticidad fenotipica o

por una combinacién de estas dos fuentes de variacién fenotipica. En un estudio posterior
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Mckechnie (2007) propuso que tanto la velocidad como la magnitud de la respuesta a la
aclimatacion térmica pueden variar entre poblaciones y podrian depender de la temperatura
ambiental. Ademds, se ha sugerido que la flexibilidad fenotipica serd mayor en especies
que habitan ambientes heterogéneos donde las caracteristicas ecoldgicas varfan en el curso
de vida de los individuos (Schlichting & Pigliucci, 1998). El mantenimiento de la variacién
interindividual entre fenotipos, entonces, dependeria de la frecuencia del cambio ambiental
y de la naturaleza espacial o temporal ‘de la heterogeneidad del ambiente. Asi, la
heterogeneidad temporal y espacial podria mantener la variacién genética y la plasticidad
fenotipica, dando como resultado la variacion fenotipica (Hedrick, 1986; Schlichting &
Pigliucci, 1998).

Algunos autores sugieren que la plasticidad de caracteres fisioldgicos y
morfolégicos podria estar restringida en individuos especialistas y que debieran tener un
valor adaptativo en aquellos que experimentan gran variacion en el ambiente fisico y
bidtico (Stearns, 1989; Via et al, 1995; Padilla & Adolph, 1996; Sabat et al., 1999,
Cavieres & Sabat, 2008). En este sentido, y debido a que el rango de fluctuacién climética
que experimentan los animales terrestres incrementa con la latitud, diversos estudios a
nivel macrofisioldgico, han reportado a la latitud como un buen predictor de la plasticidad
fenotipica (Naya et al., 2008, Speakman, 2000, Rezende et al., 2004). La Hipdtesis de
variabilidad climatica (HVC; Janzen 1967; Stevens 1989; Gaston & Chown 1999) propone
que los individuos que habitan mayores latitudes presentarfan un mayor rango de
tolerancias que quienes habitan latitudes bajas, esto determinaria un incremento en la
plasticidad fenotipica con la latitud (ver Chown et al., 2004, Naya et al., 2008). Sin
embargo, no es claro, si la alta flexibilidad observada en mayores latitudes se debe al
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efecto directo de la variabilidad climética o a otros factores asociados con la latitud (Naya,
et al, 2011, Molina-Montenegro & Naya, 2012). En este capitulo, se examinard a un nivel
interpoblacional la asociacién entre flexibilidad fenotfpica y variabilidad climatica a un
nivel intraespecifico, en poblaciones que habitan diferentes latitudes a lo largo de un

gradiente de temperaturas y precipitaciones.
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Hipotesis

Individuos provenientes de mayores latitudes y que por tanto han experimentado a lo
Iargo de su vida una mayor fluctuaciéon en las condiciones climaticas (temperatura,
precipitaciones y productividad primaria) presentan flexibilidad fenotipica en los

atributos relacionados con el balance hidrico y energético.

Prediccion

La magnitud de la flexibilidad fenotipica, fanto para pardmetros energéticos como
osmorregulatorios serd mayor en los individuos provenientes de Santiago y Quirihue,
localidades altamente estacionales. Sin embargo, la norma de reaccién serd inflexible en
individuos provenientes de Copiapé y Vicufia, localidades caracterizadas por presentar
estabilidad en las condiciones climaticas, siendo esta respuesta por tanto, adaptacién y/o

plasticidad del desarrolio.

Objetivo

Evaluar la contribucion de la flexibilidad fenotipica sobre la variabilidad fisioldgica de
rasgos energéticos: (1) tasa metabdlica basal (2) pérdida total de agua evaporativa (3) masa
corporal, y pardmetros osmorregulatorios (1) funcién renal a lo largo de un gradiente

latitudinal en Phyllotis darwini
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Materiales y métodos

Modelo de Estudio

El roedor Phyllotis darwini, un mirido omnivoro con una amplia distribucién en Chile que
abarca desde Paposo (II Regién) hasta Malleco (IX Regién) desde el nivel del mar hasta los
2000 msnm (Iriarte, 2008). Estudios en este roedor en el campo de la fisiologia evolutiva
han revelado la potencial respuesta evolutiva a la seleccién en rasgos relacionados con la
produccién de calor (Nespolo et al., 2003). Este autor encontré que rasgos termogénicos en
Phyllotis darwini, presentan una baja heredabilidad, sugiriendo, que las variaciones
fenotipicas encontradas en estos rasgos responden mayoritariamente al ambiente.
Considerando la hipétesis de correspondencia entre heterogeneidad ambiental y flexibilidad
fenotipica, es esperable que roedores habitantes de sectores altamente heterogéneos
presenten mayor flexibilidad fenotipica que los que habitan en sectores estables. Sin
embargo, hasta donde sabemos, no existen estudios que hayan puesto a prueba esta
hipétesis en mamiferos (ver Cavieres & Sabat, 2008 para un estudio en aves).
Considerando la amplia distribucién que presenta a lo largo de Chile, y la amplia.gama de
estudios ecofisiolégicos y evolutivos desarrollados en este roedor, lo hacen un buen
modelo para el estudio sobre la asociacion entre de la flexibilidad fenotipica de rasgos
relacionados con el balance hidrico y energético y la variabilidad climética a lo largo de un

gradiente de aridez.
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Disefio experimental

Se colectaron individuos adultos en cuatro localidades rurales de Chile (N=8 en cada sitio)
a lo largo de un gradiente latitudinal de precipitaciones, temperatura y productividad
primaria (Di Castri & Hayek, 1976). Las localidades fueron 1) Copiapd (II Regidn,
Provincia de Copiapé, Comuna Copiapé, 27°58'S, 70°36'0), 2) Marquesa (IV Region,
Provincia de Elqgui, Comuna Vicufia, 29° 55" S, 70° 57°0), 3) Quebrada de la Plata (RM,
Provincia de Santiago, Comuna Maipa, 33° 31 S, 70° 50°0,) v 4) Quirihue (VIII Regidn,
Provincia Nuble, Comuna Quirihue, 36° 12° S, 72° 39°0). Los individuos fueron
capturados mediante trampas Sherman y transportados al laboratorio. Con el objetivo de
conocer el estatus fisiolégico inicial de los individuos provenientes de las 4 localidades de
estudio, todos los individuos fueron sometidos a un tratamiento de pre aclimatacién térmica
a 22+2°C durante 4 semanas. Posteriormente, y con el objetivo de conocer la respuesta
fisioldgica a la temperatura, las poblaciones fueron aclimatadas a 15°C y re-aclimatados a
30°C. Ademas, para conocer la respuesta fisiologica en relacion a la disponibilidad hidrica,
los individuos provenientes del tratamiento a 30°C (agua ad libitum) fueron re-aclimatados
a un tratamiento de restriccion hidrica (30°C/50% agua). Cada etapa de aclimatacién tuvo
una duracién de 4 semanas. Luego de cada periodo de aclimatacion se realizaron las
determinaciones de BMR y TEWL y Mc, y después de los tratamientos hidricos (30°C agua
ad libitum y restriccion hidrica ademés se determiné la osmolalidad de la orina (véase

Figura 2.1)
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1y 2 Duracién de cada perlodo de aclimatacidn fue de 4 semanas

y variabilidad climdtica a través de un gradiente latitudinal.

Figura 2.1. Disefio experimental para determinar la asociacion entre flexibilidad fenotipica

El consumo de oxigeno (VO,) se determind en la fase de descanso del ritmo de actividad de
la especie, en individuos postabsortivos, mediante un sistema de respirometria de flujo
abierto (Sable Systems) computarizado (Datacan V) calibrado con una mezcla de oxigeno
conocida (20%) y nitrégeno (80%) certificado por cromatografia (INDURA, Chile). Las
determinaciones individuales se realizd en cdmaras metdlicas, en oscuridad, a temperatura
ambiente correspondiente a termoneutralidad, i.e., 30 = 0.5 °C (Novoa 1993). Las camaras
metabolicas recibieron aire seco a una tasa de 750 2 mL/min desde un controlador de flujo
(Sierra Instruments) para asegurar una mezcla adecuada en la camara. El aire se secd antes
y después de la cdmara y monitoreado cada 5 s mediante un analizador de oxigeno 1FC-1B

(Sable System). El CO; se retird antes de entrar al analizador de O; y el consumo de
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oxigeno se calculé utilizando la ecuacion de Withers (1977: p 122): V.Oz = [FR*60*(Fi Oz
— Fe 02)J/(1-Fi O3), donde FR es la tasa del flujo en ml/min después de la correccién STP,
Fi y Fe son las fracciones de concentracién de Oz al ingreso y salida de la camara

metabdlica, respectivamente.

Pérdida total de agua por evaporacion (PTAE)

Los individuos se pusieron en cimaras metalicas con un piso de malla de alambre sobre una
capa de aceite mineral para atrapar las fecas y orina, excluyéndolas como fuente de agua. El
aire pas6 a través de columnas de Dierite y Baralime para remover el agua y CO; del aire
mediante un controlador de flujo (Sierra Instrument). El aire que sale de la cdmara pasé a
través de un higrémetro (1-RH 200, Sable System) antes que una submuestra se desviara
hacia el analizador de oxigeno para las determinaciones de consumo de oxigeno, en
conjunto con las determinaciones higrométricas. La PTAE fue calculada como PTAE =
[(Ve pout Vi pin)] [(Ve pout -Vi pin)] donde PTAE es expresada en mg/ml, pin y pout son
]a humedad absoluta en kg/m® del aire de entrada y salida respectivamente, Vi es la tasa del
flujo que ingresa a la cdmara seg(n un controlador de flujo de masa (750 ml min-1 después
de la correccién STP) y Ve es el flujo de aire que sale de la cdmara. Ve fué calculado
siguiendo a Williams & Tieleman (2000) como Ve = Vi— [V.02 (1-RQ)] + VH0 Vi, y
V.02 (mL min-1) son conocidos. La humedad absoluta se calculé como p = P/(T*Rw),
donde P es la presion de vapor de agua del aire en Pascal, T es temperatura del punto de
rocio del higrometro en Kelvin y Rw es la constante de gas para el vapor de agua (461.5
J/kg*Kelvin, Lide 2001). pin se determinara usando el valor promedio de la presién de
vapor del aire que ingresa a la cimara vacfa (i.e., periodo de base de 15 min) antes y
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después de cada experimento. La masa corporal (Mb) serd medida antes de las mediciones
metabdlicas usando una balanza electronica (& 0.1 g) y la temperatura rectal (Tb) fué
tomada al final de cada medicién con una termocupla Cole-Palmer copper-constantan

conectada a un termometro Digi-Sense (Modelo 92800-15).

Gradiente de aridez
Los datos climaticos de las localidades de estudio fueron obtenidos a partir de

http://www.worldclim.org y analizados con el programa ESRI. Para cada 4rea de estudio se

calculo el promedio mensual de las variables climdticas: precipitacion, altura, Tmax, Timine
Tpromedio €0 Un drea de 5 km? del sector de captura de los animales, con bases de datos
desde los afios 1950 al 2000,

Se calculd el indice de aridez como Q = P/((Tmuxt Trmin)(Timax- Twin)) * 1000 donde P es el
promedio anual de precipitaciones (mm), T €s la temperatura media méaxima del mes
mas cdlido (°C) y Tmin la temperatura minima media del mes més frio (°C) (Emberger
1955). Aun cuando este indice parece contra intuitivo, ha sido derivado empiricamente
para describir la productividad primaria en 4reas dridas y semi-dridas y ha sido utilizado
como un buen predictor de caracteres fisiolégicos a un nivel interespecifico en aves (véase

Tieleman et al., 2002b).

Funcion renal: Uy Umax
Antes y después de la aclimatacién hidrica los roedores se mantuvieron en cajas metalicas
individuales de 25 x 25 x 30 cm, para la obtencién de muestras de orina, las que fueron

recogidas con una micropipeta Eppendorf y vertidas a un tubo Eppendorf. Las muestras
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fueron guardadas y congeladas (-40 °C) antes de los anélisis osmométricos (Wescor
5130B). Posteriormente, los roedores fueron sometidos a un perfodo de 24 horas de
deprivacién de agua para determinar la capacidad méxima de concentracién de la orina

(Umax), las muestras de orina fueron recogidas siguiendo el mismo protocolo.

Andlisis estadistico

Con el objetivo de solucionar problemas de normalidad y homocedasticidad las variables
fueron transformadas a logl0. Para determinar la existencia de asociacién funcional entre
las variables TMB, PTAE y Mc se realiz6 un andlisis de regresién simple y cuando la
asociacién entre las variables fisolégicas y la Mc fue significativa, se calculd los residuos
de dicha asociacion para utilizarlos en los subsecuentes andlisis estadisticos. En casos de
tener modelos con desigual tamafio muestreal, se utilizé la opcién suma de cuadrados tipo
III. Para determinar la existencia de diferencias tanto en los atributos fisiolégicos se utilizd
un ANOVA para medidas repetidas, utilizando como factores la localidad y el sexo de los
individuos, Para determinar las diferencias especificas enire los promedios de rasgos
fisioldgicos y morfoldgicos se utilizo una prueba de comparaciones multiples a posteriori

de Tukey.
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Resultados

L Efecto de la temperatura ambiental sobre la masa corporal, la tasa metabolica basal v la

pérdida de agua evaporativa en Phyllotis darwini

Pre-aclimatacion térmica

La Mc de Phyllotis darwini se diferencié significativamente entre las localidades
(F531=13,89, p<0,0001), siendo los individuos provenientes de Santiago quienes
presentaron valores significativamente mayores al resto de las Iocalidades (17%, Tukey
p<0,05; Tabla 2.1). También se encontraron diferencias entre sexos, promediando 49,0£1,5
g en machos y 42,8+1.3 g en hembras (F1,3=6,91 p=0,01). No se encontré un efecto de la
interaccién de los factores (F33;=1,18 p=0.33). La TMB también vario significativamente
entre las localidades (F33=10,62 p<0.0001), presentando valores significativamente
mayores en las localidades de Vicuiia y Santiago (en promedio 20% superior a Copiap6 y
Quirihue), la TMB ademads vari6 enire sexos (machos: 68,84+3,23 g , hembras: 63,43 g,
F132=9,8 p=0,003) y en la interaccién de los factores (F33,=3,95 p=0,02). La PTAE
present variaciones significativas entre sexos (machos: 95,4+4,5 mgh'l, hembras: 81,1£3,9
mgh'l, F13:=5,02, p=0,03), no se diferencié entre las localidades (F33=0,6 p=0,62),

tampoco en la interaccién de los factores (F331=1,45, p=0,24).

La TMB y la PTAE se asociaron positiva y significativamente con la Mc (TMB, =0.42,
F,42 =30,8, p<0,0001 y PTAE, 1%=0,20, F1.39 =9,92, p=0,003)). El andlisis de los residuos
de TMB-Mc mostré un efecto significativo de la localidad sobre la TMB (I33:=3,08,

p=0,04) y el test de comparaciones multiples .de Tukey revelé .que la TMB de Phyllotis
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darwini de la localidad de Vicufia fue significativamente mayor a Copiap6. No se encontr6
efecto del sexo (F13=0,48, p=0,48) ni de la interaccién de los factores (F331=2,29,
p=0,09). Cuando se analizé los residuos de PTAE-Mc no se encontraron diferencias entre
localidades (F13=0,13, p=0,93) , sexos (F131=3,92, p=0,06) ni de la interaccién de los

factores (F331=1,49, p=0,23).

Tabla 2.1. Tasa metabélica basal, pérdida total de agua evaporativa y masa corporal de
Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile, Iuego de finalizado el tratamiento de pre-

aclimatacion térmica.

Copiapo Vicuiia Santiago Quirihue
Me (g) 41.842.5%° 45.8+1.1° 54.943.1" 37.8%1.6°
TMB (ml O;h")  58.5:2.6* 74.1:2.3°  71.1#4.6°  59.9+3.9°
PTAE (mgh™) 83.943.2*° 87.4+52° 863+3.5° 83.1x5.7°

Aclimatacion térmica

Masa corporal

Finalizados los experimentos de aclimatacién térmica, la masa corporal de Phyllotis
darwini presenté variaciones significativas entre los tratamientos (F2,5=29.44 p<0,0001,
Figura 2.2) y entre sexos (F12s=12,36 p=0,001), promediando los machos 53,6 £ 1,5g y las
hembras 46,6 = 1,2g, entre las localidades de estudio (F325=12,88 p<0,0001) y en la
interacci6n tratamiento de aclimatacién-localidad (Fss6=7,56 p<0,001). El test de
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comparaciones muiltiples de Tukey revelé que la masa corporal de Phyllotis darwini
provenientes de Quirihue increment6 en 9% una vez finalizado el tratamiento de 15°C

(p<0,001)

HE Pre-aclimatacion
15°C
N 30°C

1.9

AC

1.8 1

1.7 1

1.6 4

1.5 -

Log,, Mc (g)

1.4 4

1.3 4

1.2

Copiapd Vicufia Santiago Quitihue

Figura 2.2. Masa corporal de Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile. Luego de los
tratamientos de aclimatacién térmica. Los datos se reportan como promedios * error
estandar. Diferentes superindices indican diferencias significativas después de la prueba de
Tukey, en mintscula se muestran las diferencias dentro de cada poblacién, las letras

maytisculas muestran las diferencias interpoblacionales.
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Tasa Metabdlica Basal

La tasa metabolica basal se vio afectada significativamente por la localidad (¥328=12,27
p<0,0001), sexo (Fi2s=10,3 p<0,003), tratamiento de aclimatacién térmica (Fzs56=5,99
p=0,004) y la interaccién {ratamiento-localidad (Fe,56=2,79 p=0,01). No se encontro efecto
significativo de las interacciénes sexo-localidad (F22=0,78 p=0,5) y aclimatacion-sexo
(F2,5¢=0,95 p=0,39). En la interaccién tratamiento-localidad-sexo se encontraron diferencias
marginalmente significativas (Fe,s6=2.21 p=0,05; Figura 2.3). Ademas, la TMB la se asoci6
significativamente con la masa corporal luego de los tratamientos térmicos, 15°C (1*=0,44,

F,36 =28,33, p<0,0001) y 30°C (r2=0,24, Fo,34=10,52, p=0,002), ver Figura 2.4.

M Fre-aclimatacipon
15°C
. 30°C

2.0 5 B B A

Log,,TMB (mlO,h )

Copiapd Vicuia Santiago CQuirhue

Figura 2.3. Tasa metabdlica basal de Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile.
Luego de los tratamientos de aclimatacién térmica. Los datos se reportan como promedios
+ error estandar. Diferentes superindices indican diferencias significativas después de la
prueba de Tukey, en mintscula se muestran las diferencias dentro de cada poblacidn, las

letras maynisculas muestran las diferencias interpoblacionales.
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Figura 2.4. Asociacién entre la Tasa metabolica basal y la masa corporal de Phyllotis
darwini de cuatro localidades de Chile, luego de los tratamientos de aclimatacién térmica,

(A) aclimatacién a 15°C, (B) aclimatacién a 30°C.
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Cuando se analizaron los residuos de la tasa metabdlica basal con la masa corporal, no se
encontrd efecto de la localidad (F325=1,35 p=0,27), sexo (Fi2¢=0,60 p=0,44), temperatura
de aclimatacion (F2,56=0,11 p=0,88), ni en la interaccion sexo-localidad (FF324=0,63 p=0,59),
temperatura de aclimatacién-sexo (F2,56=1,04 p=0,315), temperatura de aclimatacidn-sexo-

localidad (Fe 56=1,73 p=0,13). Figura 2.5.

0.10 4 M Pre-aclimatacién
15°C
0.08 - N 30°C

0.06 -

0.04 -

0.02 A

0.00

Residuos TMB-Mc

-0.02 4

R

-0.04 4

-0.08 A

-0.08

T . T

]
Copiapo Vicufia Santiago Quirihue

Figura 2.5. Residuos de la Tasa metabélica basal y la masa corporal de Phyllotis darwini
de 4 localidades de Chile, luego de los tratamientos de aclimatacién térmica. Los datos se

reportan como promedios £ error estandar.
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Pérdida total de agua evaporativa

La PTAE vari6 significativamente entre sexos (F125=9,67 p=0,004), promediando en

machos 93,9+4,3 mgh‘I y en hembras 78,8+3,7 mgh'l. No se enconfraron variaciones

significativas entre localidades (F325=2,91 p=0,06), tratamientos (F;s,=0,41 p=0,66), ni en

las interacciones de los factores localidad-sexo (F335=2.,21 p=0,11), tratamiento-localidad

(Fe,50=1,22 p=0,31), tratamiento-sexo (F25=0,18 p=0,83) ni tratamiento-localidad-sexo

(Fs,50=0,89 p=0, 51; Figura 2.6).

2,1 4

2.0

1.9 -

1.8

1.7+

PTAE (mgh™)

1.6 -

1.5 -

1.4

Copiapé

I Pre-aclimatacién
15°C
N 30°C

Vicuria Santiago Quirihue

Figura 2.6. Pérdida total de agua evaporativa de Phyllotis darwini de 4 localidades de

Chile. Luego de los tratamientos de aclimatacién térmica. Los datos se reportan como

promedios + error estandar.

71




La PTAE de Phyllotis darwini provenientes de las 4 localidades se asocié de manera
positiva y significativa con la masa corporal, 15°C (#*=0,22 F .34 =9,47 p=0.,004) y 30°C
(t*=0,29 Fa,33 =13,56 p=0,0008; Figura 2.7). Al analizar los residuos de la PTAE con la
masa corporal, las variaciones entre sexos desaparecieron (F24=4,3 p=0,06). Tampoco se
encontré efecto de las localidades (F324=1,26 p=0,31), tratamientos (F2,45=0,02 p=0,97), ni
en las interacciones de los factores localidad-sexo (F324~2,42 p=0,09), tratamiento-
localidad (Fg45=0,61 p=0,72), tratamiento-sexo (F24=0,41 p=0,61) ni tratamiento-
localidad-sexo (Fg45=0,41 p=0,36).

Debido a que la TMB y PTAE se asociaron significativamente con M, el anlisis entre los
residuos con Mc (TMB-Mc y PTAE-Mc) revel6 una asociaron significativa y positiva entre
las variables después de la aclimatacién a 15°C (1'2=0,39 Fuazs =21,15 p<0,0001) y a 30°C

(t>=0,12 F(1 32 =4,42 p=0,04; Figura 2.8).
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Figura 2.7. Asociacién enfre la Pérdida total de agua evaporativa y la masa corporal de

Phyllotis darwini provenientes de cuatro localidades de Chile, luego de los fratamiento de

aclimatacion térmica a 15°C (A) y a 30°C (B).
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Figura 2.8. Asociacién entre los residuos de la PTAE y de TMB con la masa corporal de
Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile, luego de los tratamientos de aclimatacion
térmica a 15°C (A) y 30°C (B).
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H. Efecto de la disponibilidad de agua sobre la fisiologia energética y osmorregulatoria en

Phyllotis darwini

Masa Corporal

La Mc de Phyllotis darwini presentd variaciones significativas entre los tratamientos
experimentales (F124=18,78 p<0,001), promediando 54,05 + 1,4 g y 49,05 % 1,04 g en el
tratamiento de  30°C agua Ad Iibitum y 30°C restriccion hidrica (50% agua)
respectivamente, Ademds presentd variaciones significativas entre sexos (machos:
55,2941,7 g v 48,3+1,4 g, T 24=10,42 p=0,003) vy entre localidades de estudio (F324=13,45
p<0,0001, Figura 9). No se encontr6 efecto en la interaccién localidad-sexo (F324=0,51
p=0,61), tratamiento hidrico-localidad (F324=2,6 p=0,07), ftratamiento hidrico-sexo
(F12471,09 p=0,30), ni en la interaccién fratamiento hidrico-localidad-sexo (F324=0,34

p=0,79).
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Figura 2.9. Masa corporal de Phyllotis darwini de 4 localidades de Chile. Luego de los
tratamientos de disponibilidad hidrica. Los datos se reportan como promedios £ error
estandar. Diferentes superindices indican diferencias significativas después de la prueba de
Tukey en mintiscula se muestran las diferencias dentro de cada poblacion, las letras

maytisculas muestran las diferencias interpoblacionales.

Tasa metabdlica basal

La tasa metabdlica basal total de Phyllotis darwini presenté variaciones significativas entre
localidades (F32,=6,45 p=0,002, Figura 2.10). Sin embargo no se encontré efecto del sexo
(F120=2,79 p=0,10), de la interaccién sexo-localidad (¥324=0,70 p=0,56), de tratamiento
hidrico (F12,=1,79 p=0,19), tampoco de la inferaccién tratamiento-localidad (F32:=0,53
p=0,67), tratamiento-sexo (F;2:=0,27 p=0,60), ni tratamiento-localidad-sexo (F32=0,10

p=0,95).
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Figura 2,10, Tasa metabdlica basal de Phyllotis darwini de 4 localidades de Chile, luego de
los tratamientos de disponibilidad hidrica, Los datos se reportan como promedios * error

estandar. Diferentes superindices indican diferencias significativas después de la prueba de
Tukey.

Finalizado el tratamiento de aclimatacién de restriccién hidrica, la TMB se asoci6

significativamente con la masa corporal (r2=0,18, F( 28 =4,46, p=0,04, N=30; Figura 2.11).
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Figura 2.11. Asociacién entre la Tasa Metabolica Basal de Phyllotis darwini de 4

localidades de Chile, luego del experimento de aclimatacién 30°C-Restriccién Hidrica,

Cuando se analizaron los residuos de la tasa metabélica basal con la masa corporal, no se
encontré un efecto significativo de Ia localidad (F322=1,42 p=0,26), sexo (F 1,22=0,30
p=0,58), interaccion sexo-localidad (F32=0,73 p=0,54), régimen hidrico (F1,2=0,45
p=0,50), interaccién régimen hidrico-localidad (Fs56=0,46 p=0,70), interaccién régimen
hidrico-sexo (F122=0,41 p=0,52), ni en la interaccion régimen hidrico- sexo-localidad

(F3,22=0,10 p=0,95; Figura 2.12).
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Figura 2.12, Residuos de la tasa metabélica basal y la masa corporal de Phyllotis darwini
de 4 localidades de Chile, luego de los tratamientos de disponibilidad hidrica. Los datos se

reportan como promedios = error estindar.
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Pérdida total de agua evaporativa

La PTAE de Phyllotis darwini presentd variaciones significativas entre localidades
(F'36=4,55 p=0,014). El test de comparaciones multiples de Tukey revelé que la PTAE de
individuos provenientes de Santiago fue significativamente mayor que Ia de los individuos
de Copiapé (9 % mayor, p=0,01). Ademsds, la PTAE varié significativamente entre
fratamientos experimentales (Fy,16~10,62 p=0,004), siendo menor luego del tratamiento de
restriccién hidrica (5%). No se encontré un efecto significativo del sexo (F1,19=0,07
p=0,79), de la interaccién sexo-localidad (F315=0,43 p=0,73), tratamiento-localidad
(F3,10=0,29 p=0,83), tratamiento-sexo (F115=2,38 p=0,14), ni tratamiento-localidad-sexo

(F3,1070,13 p=0,93). Para el detalle por localidad véase figura 2,13,

B Agua Ad fibitum
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Figura 2.13. Pérdida total de agua evaporativa de Phyllotis darwini de 4 localidades de
Chile, luego de los tratamientos de disponibilidad hidrica. Los datos se reportan como
promedios £ error estdndar. Diferentes superindices indican diferencias significativas

después de la prueba de Tukey.
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La PTAE se relacioné positiva y significativamente con la masa corporal luego del

tratamiento de restriccién hidrica, (*=0,20 Fy 25 =6,23 p=0,01, Figura 2.14). Cuando se

analizaron los residuos de la PTAE con la masa corporal, el efecto tanto del tratamiento

como de la localidad sobre la PTAE se perdié (localidad (F310=0,97 p=0,42), sexo

(F115=1,30 p=0,26), interaccion localidad-sexo (F319=0,29 p=0,54), régimen hidrico

(F1,1970,14 p=0,71), interaccién régimen hidrico-localidad (F319=0,24 p=0,86), interaccion

régimen hidrico-sexo (Fy,15=1,86 p=0,18)

localidad (F3 16=0,05 p=0,98); Figura 2.15).
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Figura 2.14. Asociacion entre la Pérdida total de agua evaporativa de Phyllotis darwini de 4

localidades de Chile, luego del experimento de aclimatacidn 30°C-restriccion hidrica,
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Figura 2.15. Residuos de la Pérdida total de agua evaporativa y la Masa corporal de
Phyllotis darwini de 4 localidades de Chile, luego de los tratamientos de disponibilidad

hidrica. Los datos se reportan como promedios + error estindar.

La comparacién de los residuos de la TMB y PTAE con la Mec, revelé una asociacion

funcional enire las variables (r2=0,53 F1,25 =27,94 p<0,0001; Figura 2.16).

82




Log,, PTAE (mg h™")

Residuos PTAE-Mc

221

2.1 4

2.0 4

1.9 A

1.8 1

1.7

1.6

1.6

pPeg e

Coplapd
Vicufia

Santiago
Quirihue

PTAE=3,08 Mc>™

18

0.3 -

0.2 4

0.1 4

0.0 4

-0.1

-0,2 4

1.7

1.8 1.
Log10 TMB (ml O,h"")

T

9

H L}

290 2.1

PTAE= 1 Mc®®

-0.3
-0.15

-0.10

¥

-0.05

L]

0.00

T

0.05

0.10

Residuos TMB-Mc

0.15 0.20

L}

0.25

Figura 2.16. Asociacion entre la Pérdida total de agua evaporativa y la tasa metabodlica

basal de Phyllotis darwini provenientes de cuafro localidades de Chile, luego de los

tratamientos de aclimatacién térmica a 30°C restriccidn hidrica (A) Asociacién entre PTAE

y TMB (C) Residuos PTAE y TMB con la masa corporal.
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Fisiologta osmorregulatoria: Uy Umax

- Finalizado el periodo de resiriccién hidrica, la capacidad méxima de concentracién de Ia
orina (Umax) presenté valores significativamente mayores (3241483 msom/Kg) a los
registrados en tratamiento control (2662+100 msom/Kg; F)23=24,81 p<0,0001). Los
resultados revelan que los individuos provenientes de Copiapé y Quirihue incrementaron
esta capacidad en un 25%, mientras los provenientes de Vicufia y Santiago Ia
incrementaron en un 18% (Figura 2.17). No se encontraron diferencias significativas entre
las localidades (F325=0,35 p=0,78), ni en la interaccién localidad-tratamiento (F3.25=0,25
p=0,85).

Al comparar la osmolalidad de la orina (U), se observaron significativas diferencias entre
los tratamientos de aclimatacién, promediando (2150459 msom/Kg) luvego del tratamiento
de restriccidn hidrica y (1136£61 msom/Kg) en el régimen de agua ad libitum. Adem3s, se
encontré un efecto significativo en la interaccién localidad-tratamiento (F325=0,25 p=0,85).

No se encontrd un efecto significativoe de la localidad (F3,28=0,28 p=0,83, Tabla 2).

84




| Agua Ad fibitum
Restriccién hidrica

4000

bd

3000

2000

Umax (Mosnvkg)

1000 -

Coplapé Vicuiia Santiago Quirhue

Figura 2.17. Osmolalidad de la Orina en Phyllotis darwini de cuatro localidades de Chile,
luego de aclimatacién a 30°C- agua ad libifum y 30°C restriccién hidrica. Se muestra la
osmolalidad de la orina antes (U) y después de derivacién de agua por 24hrs (Umax) en

barras negras y blancas respectivamente).

Tabla 2.2. Osmolalidad de la orina (U) de Phyllotis darwini provenientes de cuatro
localidades de Chile, luego de finalizar los tratamientos 30°C-agua ad libitum y 30°C-
Restriccién hidrica. Diferentes superindices indican diferencias significativas entre grupos

después de la prueba de Fisher. Los valores se muestran como promedios + EE

U (mosm/kg) Copiapd Vicufia Santiago Quirihue
Agua ad libitum 924+122°  851.3%107° 1450.5+114° 1218.1+114°
Restriccion hidrica 2372.5£114° 23743+£110°  1974+106°  2008+106°
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Discusion

En este capitulo, evaluamos la asociacién entre la flexibilidad fisiolégica de rasgos
energéticos y osmorregulatorios y la variabilidad climética en Phyllotis darwini, un roedor
que presenta un amplio rango de distribucién en Chile, y cuyas poblaciones enfrentan
diferentes grados de heterogeneidad temporal en las condiciones abidticas y de
productividad primaria. De acuerdo con la hipbtesis de variabilidad climética, los
individuos de mayores latitudes debieran ser més plasticos que aquellos que habitan bajas
latitudes; esto debido a que los rangos fluctuacion climética experimentada por los animales
incrementan con la latitud (Spicer & Gaston 1999; Chown et al. 2004; Bozinovic et al.
2011; Naya et al., 2012). Los resultados de este estudio revelaron que entre las poblaciones
estudiadas, los individuos responden de manera diferencial a cambios en las condiciones
térmicas y/o hidricas de ambiente, como también que la respuesta a la aclimatacién varfa
entre los rasgos fenotipicos analizados. En este sentido, la poblacién de P. darwini de la
localidad mas austral en nuestro rango muestreo, (que va desde los 27°58'S, 70°36'0 hasta
36° 12" S, 72° 39°0 y cuyas varianzas en el indice de aridez (logg) van desde 2.29 hasta
5.7) fue la tunica que mostré variaciones en la masa corporal luego de la aclimatacién
térmica a 15°C. El resto de las poblaciones (incluyendo a Santiago, o‘?Q,=4.5), presentaron
normas de reaccion inflexibles. Por otra parte, los individuos provenientes de la localidad
de Quirihue, modificaron Mc solo cuando provenian de un ambiente cuya temperatura
ambiental era superior a la temperatura de aclimatacién (desde 22°C (tratamiento de pre-
aclimataci6én) a 15°C). Sin embargo, la respuesta pldstica no fue observada en la direccién
opuesta (cuando los individuos que provenfan de 15°C fueron cambiados al tratamientos de
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30°C), a pesar de que la diferencia entre temperaturas de aclimatacion fuera el doble. Por
otra parte, cuando se analizé la TMB, la poblacién proveniente de Quirihue mostrs
variaciones significativas entre los tratamientos experimentales, variaciones que siguen el
mismo patrén que la Mc. Al analizar los residuos de TMB con Mc, las diferencias
desaparecieron, de tal manera que las modificaciones metabélicas experimentadas por P.
darwini de la localidad de Quirihue, estarfan dadas como un efecto indirecto de las
variaciones en la masa corporal. Estos resultados, contrastan con lo encontrado por Nespolo
& Rosemnan, (1997), quienes evaluaron la temperatura de aclimatacién como inductor de
las modificaciones en la capacidad termorregulatorias en el roedor andino de Chile central,
Abrotrix andinus encontrando que las modificaciones fisiolégicas (Mmax y TMB,-masa
especifica) se producen y mantienen constantes luego de tres semanas de. aclimatacién
térmica. Este patrén se conserva incluso cuando los animales cambian a tratamientos
térmicos opuestos, evidenciando reversibilidad en las capacidades metabélicas. Por oira
parte, Barceld et al., (2009), en un estudio en aves, encontraron que la direccion de la
flexibilidad fenotipica de TMB-masa especifica es dependiente de la temperatura de
aclimatacién y que la magnitud de la respuesta pldstica, en cambio, es dependiente del
ambiente térmico previamente experimentado (en este caso de 4 semanas).
Consistentemente, Mckechnie (2007) propuso que tanto la velocidad y la magnitud de 1a
respuesta a la aclimatacién térmica pueden variar entre poblaciones y que podrian depender
de la temperatura ambiental experimentada por los individuos. En este sentido, es probable
que la flexibilidad de la Mc que presentaron los individuos de la localidad de Quirihue, se
explique porque, a través de la ontogenia, ellos experimenten una temperatura media anual
menor a las de las ofras localidades (11.7°C respecto de 14.9, 14.5 y 16.6°C de las
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localidades de Santiago, Vicufia y Copiapé respectivamente), lo que probablemente
favoreceria la respuesta de la masa corporal a la disminucién en la temperatura del
ambiente. De der asi, se confirmarfa la importancia de la experiencia térmica sobre la
flexibilidad fenotipica, en el sentido que en el ambiente natural los individuos responden a
cambios en las condiciones climéticas modificando la masa corporal y a través de ella, la
TMB. Esta respuesta indirecta de atributos fisiologicos a través de Me, ha sido
ampliamente observada en otras escalas jerdrquicas de organizacién, por ejemplo a nivel
bioquimico, donde es habitual encontrar que Ios organismos incrementan la actividad de
enzimas (e.g. metabélicas, digestivas) a través de aumentar la masa de los 6rganos
involucrado en el proceso (Dawson & Oslon, 2003, Drahota et al., 2004).

Respecto de la sefial ambiental “disponibilidad de agua”, una vez finalizado el
experimento de restriccién hidrica, sélo los individuos de la localidad de Quirihue,
presentaron variaciones significativas en la masa corporal. La PTAE también disminuyé
significativamente, aparentemente como un efecto de las variaciones en masa corporal,
debido a que el efecto del tratamiento de restriccién hidrica sobre la PTAE desparece
cuando se analizan los residuos de la PTAE con la Mc. Paralelamente, la capacidad méxima
de concentracién de la orina (Umax), parece ser un rasgo altamente pldstico en Phyllotis
darwini, pues todas las poblaciones incrementan esta habilidad finalizado el tratamiento de
restriccién hidrica. Estos resultados se oponen a los encontrado por Oswald (1998), quien
encontré que la flexibilidad en concentracién de la orina presenta normas de reaccion
inflexibles en roedores de zonas 4ridas respecto de zonas mésicas. En el presente estudio,

en cambio se evidencia cambios de hasta un 25% en individuos de zonas aridas.
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Considerando la alta variabilidad climética presente en la localidad de Santiago, y la baja
heredabilidad de rasgos termogénicos en Phyllotis darwini (ver Nespolo et al., 2003) surge
la pregunta ;Por qué estos individuos no cambian sus atributos fenotipicos en respuesta a la
temperatura? Es probable, que exista un umbral de variabilidad ambiental sobre el cual los
individuos sean capaces de responder con cambios fisiologicos, v que este umbral sea
especifico para diferentes especies y/o poblaciones, lo que explicaria que sélo los
individuos de la localidad austral de Quirihue variaron la Mc e indirectamente la TMB
como respuesta a la temperatura de aclimatacién. En este sentido estos resultados son
opuestos a lo encontrado en otras especies de la misma localidad (ver Cavieres & Sabat,
2008; Nespolo et al., 1999). Efectivamente Phyllotis darwini de Santiago a pesar provenir
de una localidad con mayor heterogeneidad ambiental que los individuos de Copiap6 y
Vicufia (LogipQindex=4.5 comparado con 2.29 y 3.14 de Copiapé y Vicufia) presenté
normas de reaccion inflexibles. De acuerdo a esto, la flexibilidad fenotipica dependeria, no
sélo de las condiciones abidticas experimentadas previamente (e.g. experiencia térmica)
sino que también, del grado de heterogeneidad temporal del de las sefiales ambientales. En
este sentido, son escasos los estudios en endotermos que hayan puesto a prueba la
asociacion entre heterogeneidad ambiental y flexibilidad fenotipica, Recientemente, Naya
et al., (2012) encontraron que la flexibilidad fenotipica de atributos metabdlicos incrementa
con la latitud en roedores, pero en su estudio se compararon especies provenientes de
localidades que diferfan hasta en 57° de latitud, lo que contrasta con el rango de 6° de
latitud entre las localidades extremas del presente estudio. La menor escala geografica
utilizada en el andlsis de la norma de reaccion de las capacidades fisiologicas en P. darwini

podria explicar la ausencia del patrén encontrado por estos autores.
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Por 1ltimo, los resultados revelan que el grado de asociacién entre flexibilidad fenotipica y
variabilidad climética es dependiente del atributo fenotipico analizado. Por gjemplo, en
relacién a la  capacidad méxima de concentracién de la orina, P, darwini present6
flexibilidad fisiolégica independientemente de la localidad de origen. Sin embargo, la
flexibilidad de rasgos relacionados con la fisiologia energética varié entre las Ibcalidades,
posiblemente en respuesta a la experiencia térmica experimentada durante la ontogenia y al
grado de heterogeneidad del ambiente. Asimismo, las modificaciones fenotipicas podrian
manifestarse de manera directa o indirecta a través de otros atributos fenotipicos (e.g., masa
corporal). En este contexto, son necesarios un mayor nimero de estudios que evalten la
asociacién entre el grado de heterogeneidad ambiental y la flexibilidad fenotipica en
endodermos, incorporando no solo el efecto de la media sino también la varianza de la

temperatura sobre la diversidad fisioldgica a nivel interpoblacional.
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Capitulo 3

Mecanismos de variacién fenotipica: efecto de la experiencia térmica e hidrica

durante el desarrollo sobre Ia flexibilidad fenotipica en Phyllotis darwini.
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Resumen

A pesar que la plasticidad del desarrollo es una fuente importante de variacién fenotipica,
son escasos los estudios que la analizan explicitamente, esto podria llevar a la
subestimacion de la capacidad que tiene un organismo, poblacion o especie, de responder a
los desafios ambientales. En este estudio, se evalud el efecto potencial de la historia térmica
e hidrica experimentada durante el desarrollo sobre la flexibilidad fisiolégica de rasgos
energéticos (tasa metabdlica basal, TMB; pérdida total de agua evaporativa, PTAE; masa
corporal Mc; masa de Organos; actividad de enzimas metabblicas) y = rasgos
osmorregulatorios (tamafio renal; grosor medular relativo, GMR; osmolalidad de la orina,
Umax) en el roedor altricial Phyllotis darwini, Individuos adultos fueron capturados en
Chile central y mantenidos en pares para la reproduccion, las crias fueron aisladas después
del destete y aclimatadas a condiciones térmicas (15°C y 30°C) e hidricas (agua ad libitum
y restriccién hidrica) hasta la adultez. Subsecuentemente, los individuos fueron aclimatados
al tratamiento térmico y/o hidrico opuesto por 5 semanas. Los resultados revelaron que
frente a variaciones en el ambiente térmico e hidrico, experimentado durante el desarrollo,
Pyllotis darwini presenta modificaciones fenotipicas, mostrando ajustes desde un nivel
celular (a través de la actividad de enzimas metabélicas), en el tamafio de érganos (masa y
largo total, GMR) y a nivel organismico (a través de modificaciones de la TMB, PTAE y
Moc), lo que contribuirfa a incrementar los esfuerzos termogénicos y a disminuir la pérdida
de agua evaporativa y excretada. Adicionalmente, la magnitud de la flexibilidad fisiologica
en individuos adultos, depende del rasgo evaluado, de la direccion de la sefial ambiental y
de posibles compromisos entre rasgos. Cuando los individuos se desarrollan de un ambiente

de 15°C (RH y AL) y fueron re-aclimatados al tratamiento térmico opuesto (manteniendo
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las condiciones de disponibilidad de agua), presentaron flexibilidad fisiolégica de atributos
metabolicos y plasticidad del desarrollo en la fisiologfa osmorregulatoria (GMR, Umax),
evidenciando posibles compromisos energéticos asociados al incremento en capacidades
renales. En el sentido opuesto, cuando los roedores crecieron en un régimen de altas
temperaturas (30°C, RH y AL) y en la adultez fueron re-aclimatados al tratamiento
confrario (15°C, manteniendo las condiciones hidricas), presentaron normas de reaccién
inflexibles en sus de atributos energéticos (plasticidad del desarrollo) y flexibilidad en los
atributos osmorrugelatorios. Finalmente, cuando los individuos adultos experimentan
cambios en el ambiente térmico y en la disponibilidad de agua (en relacién a la condicion
del desarrollo) la capacidad de cambio fenotipico presenta resultados contrastantes,
probablemente, debido a una combinacion de estrategias celulares que les permitan
sobrevivir en esas condiciones, favoreciendo el incremento en la produccién de agua
metabdlica y la mantencién de la temperatura corporal constante. Los resultados sugieren la
existencia de una dependencia ontogenética, de la flexibilidad fenotipica en Phyllotis
darwini. La historia térmica e hidrica experimentada durante etapas tempranas del
desarrollo determina las frayectorias fenotipicas y la flexibilidad fisiol6gica de los atributos

fenotipicos en respuesta a seiiales del ambiente.
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Introduccion

Histéricamente, los esfuerzos por entender la diversidad fisiolégica se han centrado
principalmente en comprender las causas de las variaciones fenotipicas en respuesta a
modificaciones del ambiente, fenémeno conocido como flexibilidad fenotipica’. (véase
McKechnie et al., 2006; Arens & Cooper, 2005; Nespolo et al., 2002; Tracy & Walsberg,
2001; Oswald, 1998). Sin embargo, son escasos los estudios que incorporan explicitamente
a la plasticidad del desarrollo, siendo una fuente importante de variacién fenotipica sobre la
cual podria actuar la seleccién natural (Schiling & Pigluicci, 1998). EI no considerar
explicitamente esta fuente de variacion del fenotipo podrfa llevar a la subestimacién de la
capacidad que tiene un organismo, poblacién o especie, de responder a los desafios
ambientales (Pigliucci, 1996). En este contexto se ha evidenciado que los individuos
pueden responder de manera irreversible a desafios ambientales durante las primeras etapas
del desarrollo viéndose favorecida su adecuacién bioldgica (Goldstein, 1991; Tracy &
Walsberg, 2001; Hammond et al., 2002; Sabat & Bozinovic, 2008). En relacién a las
modificaciones reversibles del fenotipo, se ha documentado la importancia de la
experiencia sobre el desempefio bioldgico de organismos, sin embargo, en este sentido los
antecedentes conirastan entre especies (Mckechnie et al., 2006, 2007, Barcels, 2009). Por
lo tanto, resulta fundamental realizar estudios comparativos que avancen en esclarecer por
una parte la contribucién de la plasticidad fenotipica (la plasticidad del desarrollo y

flexibilidad fenotipica) sobre los individuos y por otra las consecuencias de la historia (e.g.

! Flexibilidad fenotipica: transformaciones reversibles conductuales, fisioldgicas y/o morfolégicas que pueden
incurrir en ventajas selectivas (Piersma & Drent, 2003)
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ontogenia) sobre el desempefio y capacidades fisioldgicas, de tal manera de incrementar
nuestro entendimiento tanto de causas proximas e histéricas de la diversidad fenotipica
como de los limites y tolerancias de los organismos.

A pesar de la gran cantidad de estudios que buscan esclarecer los patrones y mecanismos
que subyacen a las variaciones fisioldgicas en ambientes contrastantes, la mayoria se han
realizado en individuos adultos, siendo escasos los que exploran el rol de la historia
ontogenética sobre la expresion del fenotipo adulto (e.g., Canals et al., 2009). Un ejemplo
de ello es el estudio de Oswald (1998) en el que se evalud la contribucion de la plasticidad
fenotipica del desarrollo y la flexibilidad fenotipica en adultos, sobre rasgos relacionados
con el balance hidrico en un roedor que habita sectores dridos y mésicos. Este autor
encontrd que la plasticidad del desarrollo es una importante fuente de variacion fenotipica
en roedores que habitan sectores mésicos con una marcada estacionalidad climatica. Asi,
cuando estos roedores fueron expuestos a regimenes de restriccién hidrica, alcanzaron la
misma capacidad de concentrar la orina que los roedores de la poblacién 4rida. Sin
embargo, la norma de reaccién es inflexible en individuos provenientes de localidades
aridas, sugiriendo que la fuente de variacién fenotipica en esos sectores posee una base
genética (para otros estudios ver Tracy & Walberg 2001; Russel et al., 2008). Por otra
parte, la ausencia de variacién fenotipica en adultos no solo se puede explicar por bases
genéticas, sino también por plasticidad del desarrollo (Toloza & Diamond, 1990; Goldstein,
1991). En este sentido, es necesario establecer la contribucioén de la historia ontogenética

sobre la capacidad de ajustar el fenotipo a las demandas ambientales y analizar la norma de
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reaccién’ de atributos relacionados con el balance hidrico y energético en especies con
amplios rangos de distribucion y que experimenten variaciones significativas en las
condiciones ambientales.

Diversos autores han encontrado la existencia de plasticidad fenotipica durante el
desarrollo en estructuras que presentan una respuesta inflexible durante la vida adulta
(Tolosa & Diamond, 1990; Biviano et al., 1993; Bozinovic, 1993). De esta manera la
plasticidad de ciertos rasgos morfolégicos podria ser dependiente del estado ontogenético
(Cheplick, 1995). Schlitching & Pigluicei (1998) proponen que cuando se consideran sélo
individuos adultos para el estudio de las consecuencias de variaciones ambientales sobre el
fenotipo se podria subestimar el potencial de respuesta plastica. En esta via, Cheplick
(1995), reporté que existiria una dependencia ontogenética en la magnitud de respuesta
plastica en plantas. En animales, el estudio de los efectos del ambiente en el desarrollo ha
incrementado este tltimo tiempo. Por ejemplo, Goldsiein (1991), estudiando las
consecuencias de la restriccion hidrica durante la ontogenia y la vida adulta de codornices,
demostrd que el nimero total de conos medulares (estructuras internas del rifién de las
aves) se determinan dentro de las primeras 3 a 4 semanas Qe,spués de la eclosién. Por otra
parte Brzek et al. (2009) en un estudio sobre el capacidades digestivas de gorriones durante
la ontogenia, encontraron que la actividad enzimética responde a la oferta dietaria durante
las primeras etapas del desarrollo. En mamiferos, Canals et al. (2009) encontrd que el
roedor altricial, Phyllotis darwini, incrementa significativamente la temperatura corporal y

la tasa de desarrollo como respuesta a la aclimatacion térmica a bajas temperaturas durante

* Norma de Reaccién: conjunto de fenotipos que pueden ser producidos por un genotipo en particular que
es exptesto a diferentes condiciones ambientales {Schlichting & Pigliucci, 1958}
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la ontogenia. Adicionalmente, diversos estudios suponen que el desarrollo o la exposicion
post natal temprana a condiciones de estrés (i.e. hipoxia, bajas temperaturas) podrfan tener
importante influencia en el desempefio de adultos, sin embargo los resultados en este
sentido son contradictorios (véase Hammond et al., 2002). En esta via, Tracy & Walsberg
(2001) investigaron la resistencia a deshidrataciéon en un roedor (Dipodomys merriami
merriami) provenientes de ambientes xericos y mésicos, encontrando que la variabilidad
intraespecifica en respuesta a la desccacién en condiciones de laboratorio podria ser
explicada tanto por el desarrollo, la aclimatacion y el linaje; y que la contribucién relativa
de cada una de estas fuentes de variacion fenotipica dependeria del atributo observado. A
pesar del incremento en estudios de plasticidad durante el desarrollo de atributos
fisolégicos en el 1ultimo tiempo, son escasos los estudios que incorporen el impacto del
desatrollo sobre el desempefio de adultos en poblaciones que habiten sectores con marcadas
diferencias climéticas (e.g. en temperatura, precipitaciones y productividad primaria).

El objetivo de este capitulo, es estudiar la respuesta fenotipica a diversos niveles de
organizacién bioldgica (del sistémico al bioquimico) a las demandas ambientales y
determinar el rol de la plasticidad fenotipica (del desarrollo y en adultos) sobre el fenotipo
de individuos provenientes de una localidad altamente estacional (temperaturas ,
precipitacion y productividad primaria) y evaluar la existencia de dependencia ontogenetica
de la flexibilidad fisioldgica de rasgos relacionados con la fisiologia energética y

osmorregulatoria.
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Hipdétesis

En individuos adultos, la capacidad de modificar los atributes relacionados con
energética y osmorregulacion se asocia con las condiciones térmicas ¢ hidricas durante
el desarrollo, por tanto existe dependencia ontegenética en la magnitud de Ila

respuesta plistica relacionada con estas variables.

Predicciones

La magnitud de la flexibilidad fenotipica disminuird en estado adulto, si durante la
ontogenia los individuos experimentan condiciones térmicas y /o hidricas extremas. Lo
anterior se traduciria en variaciones de la cinética de cambio de (BMR, PTAE, Mc, masa de
érganos, actividad enzimas oxidativas) y osmorregulatorios (funcién renal, grosor medular

relativo (GMR).
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Objetivo general
Estudiar el efecto de la plasticidad fenotipica (plasticidad del desarrollo y flexibilidad

fenotipica) sobre la variabilidad fisiologica de Phyllotis darwini.

Objetivos especificos

_Evaluar los ajustes morfolégicos y fisiolégicos en una poblacién de Phyllotis darwini en
respuesta a la aclimatacién térmica (15°C) y a la restriccién hidrica durante la ontogenia y
estado adulto mediante el andlisis de los siguientes variables funcionales: (1) tasa
metabdlica basal (2) pérdida total de agua evaporativa (3) capacidad oxidativa (actividad
en:;imas metabdlicas, e.g., citrato sintasa y citocromo ¢ oxidasa) y (4) masa de organos
(corazon, higado, intestino, estomago y rifién), y de parametros osmorregulatorios (1)

estructura renal (tamafio renal y grosor medular relativo (RMT)

Evaluar el efecto de Ia historia ontogenética sobre la cinética de cambio (patrén, magnitud
y velocidad) de Ia flexibilidad fenotipica, de individuos provenientes de una localidad que
experimenta marcadas diferencias en regimenes térmicos e hidricos de Chile (localidad

estacional).
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Materiales y Métodos

Disefio experimental

Se escogi6 a priori la localidad de Quebrada de la Plata (RM, Provincia de Santiago,
Comuna Maipt, 33° 31" S, 70° 50°0), debido a que presenta un régimen climético
estacional, 110 que probablemente aumente la posibilidad de presentar una norma de
reaccién plastica. En esta localidad, se colectaron individuos adultos que fueron
transportados al laboratorio. Al menos 5 hembras no prefiadas se asignaron aleatoriamente
a cada uno de 8 machos reproductivos y se les permiti¢ interactuar por un periodo de 10
dias, o hasta que se determine un estado de prefiez evidente. Las hembras prefiadas fueron
mantenidas a 22°C con alimento y agua ad libitum, durante la prefiez y lactancia. Una vez
destetadas las crias (dia 20, véase Sabat & Bozinovic, 2000), se asignaran a los tratamientos
de aclimatacién térmica: 15 = 1 °C (aclimatacién al frio) y 30 = 1 °C (zona termoneutiral) y
a dos tratamientos hidricos: agua ad libitum y 50% de restriccién de agua (N total=160}).
Los cuatro tratamientos experimentales fueron los siguientes: (1) 30°C/agua ad libitum;(2)
30°C/50% agua; (3) 15°C/agua ad Iibitum; (4) 15°C/50% agua. Finalizado su desarrollo
(aproximadamente 4 meses desde el nacimiento, se escogieron 10 individuos de cada
tratamiento y se sacrificaron para la determinacién de los pardmetros funcionales y
estructurales ya mencionados. En etapa adulta, los individuos fueron aclimatados por un
periodo de 5 semanas a dos temperaturas y regimenes hidricos contrastantes. Una vez

terminado el periodo de aclimatacién los individuos fueron sacrificados para realizar los

andlisis morfolégicos y fisiolégicos. Con el fin de determinar curvas de cinética de cambio
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de atributos metabdlicos, duranie el periodos de aclimatacién de adultos se realizaron

mediciones semanales de masa corporal, BMR y TEWL (ver detalle Fig 3.1).

Tratamiento

Experlmentos _s, gestete —» térmico/hidric

> Aclimatacidn adultos
o
reproductivos (0-4 meses)

{5 semanas)

Cambio en las condiciones térmicas

Desarrollo adultez
l 30°C-AL l_> 15°C- AL

30°C-RH [ ——5 | 15°C-RH

15°C-AL [— 5 [30°C-AL

Cambio en las condiciones térmicas+ hidricas

Desarrollo adultez
30°C-AL |5 | 15°C-RH

30°C-RH | | 15°C-AL

15°C-AL | 5 [30°C-RH
e | [wen ]

Al final de cada periode de aclimatacion se midié: TMB, PTAE, Mc, TC, drganos (g}, €OX, CS, GMR,
Umax. marfometria

Figura 3.1. Disefio experimental para determinar si existe dependencia ontogenetica de la

flexibilidad fenotipica en atributos energéticos y osmorregulatorios.

Tasa Metabdlica Basal

El consumo de oxigeno (VO,) se determind en la fase de descanso del ritmo de actividad de
la especie, en individuos postabsortivos, mediante un sistema de respirometria de flujo
abierto (Sable Systems) computarizado (Datacan V) calibrado con una mezcla de oxigeno
conocida (20%) y nitrégeno (80%) certificado por cromatografia (INDURA, Chile). Las

determinaciones individuales se realizaron en camaras metdlicas, en oscuridad, a
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temperatura ambiente correspondiente a termoneutralidad, i.e., 30 £ 0.5 °C (Novoa 1993).
Las cémaras metabblicas recibieron aire seco a una tasa de 750 a mL/min desde un
controlador de flujo (Sierra Instruments) para asegurar una mezcla adecuada en la cdmara.
El aire se seco antes y después de Ia cimara y monitoreado cada 5 s mediante un analizador
de oxigeno 1FC-1B (Sable System). E1 CO; se retirar6 antes de entrar al analizador de Oz y
el consuiné de oxigeno se calculd utilizando la ecuacién de Withers (1977: p 122): V.0, =
[FR*60*(Fi O, — Fe 02)]/(1-Fi O3), donde FR e la tasa del flujo en ml/min después de la
correccién STP, Fi y Fe son las fracciones de concentracién de O; al ingreso y salida de la

camara metabdlica, respectivamente.

Pérdida total de agua por evaporacion (PTAE)

Los individuos se pusieron en cAmaras metalicas con un piso de malla de alambre sobre una
capa de aceite mineral para atrapar las fecas y orina, excluyéndolas como fuente de agua.

El aire pasé a través de columnas de Dierite y Baralime para remover el agua y CO; del aire
mediante un confrolador de flujo (Sierra Instrument). El aire que sale de la cdmara pasd a
través de un higrometro (1-RH 200, Sable System) antes que una submuestra se desvie
hacia a el analizador de oxigeno para las determinaciones de consumo de oxigeno, en
conjunto con las determinaciones higrométricas. La PTAE fué calculada como PTAE =
[(Ve pout -Vi pin)] [(Ve pout -Vi pin)] donde PTAE es expresada en mg/ml. pin y pout son
la humedad absoluta en kg/m? del aire de entrada y salida respectivamente, Vi es la tasa del
flujo que ingresa a la cAmara segin un controlador de flujo de masa (750 ml min-1 después
de la correccién STP) y Ve es el flujo de aire que sale. Ve fué calculado siguiendo a
Williams & Tieleman (2000) como Ve = Vi — [VO; (1-RQ)] + VH;0 Vi, y VO, (mL min-
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I
1) son conocidos. La humedad absoluta se calculé como p = P/T*Rw), donde P es la
presion de vapor de agua del aire en Pascal, T es temperatura del punto de rocio del
higrémetro en Kelvin y Rw es la constante de gas para el vapor de agua (461.5
J/kg*Kelvin, Lide 2001). Pin se determinara usando el valor promedio de la presién de
vapor del aire que ingresa a la cdmara vacia (i.c., periodo de base de 15 min) antes y
después de cada experimento. La masa corporal (Mc) serd medida antes de las mediciones
metabélicas usando una balanza electronica (= 0.1 g) y la temperatura rectal (Tb) fué
tomada al final de cada medicién con una termocupla Cole-Palmer copper-constantan

conectada a un termdmetro Digi-Sense (Modelo 92800-15).

Ensayos-enzimaticos

Después de la eutanasia y la diseccién de roedores, las muestras de higado fueron
guardadas a -80°C para los subsecuentes ensayos de actividad enzimética. El tejido
congelado fue pesado y homogeneizado en 10 volumenes de buffer fosfato 0.1M con
EDTA (PH 7.3) con un homogenizador Ultra Turrax (20000 rpm) en hielo para evitar
reacciones enzimdaticas. Las muestras fueron sonicadas a 130 watt mediante un sonicador
Ultrasonic Processor VCX 130, por 20 segundos con 10 segundos de intervalo, 14 veces
cada una, mantenidas en hielo. Las muestras fueron centrifugadas 15 min a 150000 rpm a
4°C, El sobrenadante fue cuidadosamente transferido en un nuevo tubo evitando la
transferencia del la capa de lipidos presentes e las preparaciones de higado. La
concentracién de proteinas de las muestras fue determinada usando el método descrito por
Bradford (1976), usando serum de albumina como estdndar. La actividad de dos enzimas

mitocondriales fueron determinadas: (a) Citocromo ¢ oxidasa (COX; E.C. 1.9.3.1), una
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enzima terminal de la cadena respiratoria, que indica la capacidad de la mitocondria de
proveer energfa al sistema, y (b) Citrato Sintasa (CS; E.C. 4.1.3.7), una enzima soluble
localizada en la matriz mitocondrial, participante del Ciclo de Krebs. La actividad de COX
fue determinada espectrofotométricamente de acuerdo a Moyes et al. (1997), con pequefias
modificaciones, La actividad enzimatica fue determinada en 10mM Tris/HCI pH7.0, que
contiene 120 mM KCI, 250 mM se sucralosa, y citocromo ¢ reducido con dithiothereitol en
un volumen final de 0.2 ml. La absorcién de citocromo ¢ a 550 nm cambia en estado
oxidado. La disminuci6n en extincién a 550 nm fue monitoreada in un Thermo Scientific
Multiskan GO monochromatorbased UV/VIS espectrofotémetro a 25°C. La actividad en
unidades por gramo de tejido fue calculada usando la diferencia de coeficiente de extincién
(Ae ™) entre el citocromo c reducido y oxidado, que es 21.84 mM “cm™ a 550nm por el
citocromo ¢. La actividad de CS fire medida de acuerdo a Sidell et al. (1987), con pequefias
modificaciones. El medio de ensayo de CS contuvo 10mMTris/HCI, pH8.0, 10mM
5,5 dithjobis- (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 30mM acetil Coenzyma A (Acetyl CoA) y
10mM acido oxaloacetico (OAA; omitido para el control) en un volumen final de 0.2 ml.
CS cataloza la reaccipon entre acetil CoA y OAA para formar acido citrico. El incremento
y la extincién a 412 nm fueron medidas en un Thermo Scientific Multiskan a 25°C. La
actividad e zimatica en unidad por gramo de tejido fue calculada usando un coeficiente de
extincién de 13.6 mM em™ a 412nm. Las actividades se reportan como actividad masa
especifica (umol min” g tejido fresco™) actividad total (tmol min ) y omo y actividad

especifica por gramo de protefna (umol min™ g proteina™).
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Funcion renal

Antes y después de la aclimatacién hidrica los roedores se mantuvieron en cajas metalicas
individuales de 25 x 25 x 30 cm, para la obtencién de muestras de orina, las que fueron
recogidas con una micropipeta Eppendorf y vertidas a un tubo Eppendorf. Las muestras
fueron guardadas y congeladas (-40 °C) antes de los anlisis osmoméiricos (Wescor
5130B). Posteriormente, los roedores fueron sometidos a un periodo de 24 horas de
deprivacién de agua para determinar Ia capacidad méxima de concentracién de la orina

(Umax), las muestras de orina fueron recogidas siguiendo el mismo protocolo.

Estructura renal: Grosor medular relativo (GMR)

Se examinard la estructura renal de individuos provenientes de las 4 localidades. Para ello,
se medira tanto el largo como el ancho renal con un Vernier (£ 0.01 cm) y cortes medio-
sagitales (Cortes et al., 1990). El ancho total y el grosor medular se medirdn con cortes
sagitales desde la punta de la corteza -medula hasta extremo de la papila (Heisinger &
Breitenbach, 1969; Blake, 1977) en un microscopio dptico. Los cortes medio sagitales se
realizaron para maximizar el 4rea de visualizacion de la médula. El grosor medular relativo
se caleuld segtin Al-Kahtani et al. (2004), como sigue: GMR = 10 (grosor medular)/ (largo

x grosor x ancho)!?

Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de diferencias tanto en los parametros morfolégicos como
fisiolégicos entre tratamientos experimentales se utilizé un ANCOVA, usando la masa
corporal como covariable y la localidad y temperatura de aclimatacién (cuando
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corresponda) como factores. Para determinar las diferencias especificas entre los promedios
de rasgos fisiolégicos y morfolégicos se utiliz6 una prueba de comparaciones miltiples a
posteriori de Tukey. Para estudiar la cinética de cambio de BMR, TEWL y Mb se realizo
un ANOVA de medidas repetidas con BMR, TEWL y Mb como variables respuestas. Para
determinar la posible asociacién entre BMR y la masa de los drganos se realizé una

regresion miltiple paso a paso (stepwise forward).
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Resultados

Efecto del ambiente hidrico y térmico experimentado durante el desarrollo sobre la

fisologia energetica v osmorregulatoria de Phyllotis darwini.

Masa corporal

La masa corporal de Phyllotis darwini vari6 significativamente entre los tratamientos
experimentales (F3 137=11,1 p<0,0001) y entre sexo (F;137=42,8 p<0,0001), sin embargo
no se encontrd un efecto de la interaccion de los factores (F3,137=1,0 p=0,39). El promedio
de la masa corporal de individuos luego de los tratamientos experimentales fue: 15°C-agua
ad libifum= 49,29 = 1,02 g (N=45), 15°C-restriccidn hidrica = 42,39 + 1,57 g (N=21),
30°C-agua ad libitum 4547 + 1,07 g (N=45) y 30°C-restriccién hidrica 429+ 1,19 g
(N=34). Asi, la masa corporal de individuos que se desarrollaron en condiciones de baja
temperatura y agua ad libitum (15°C-AL) fue un 16% superior a quienes se desarrollaron 2
15°C restriccién hidrica, 8,4% superior a quicnes se desarrollaron a 30°C agua ad libitum, y
14% mayor a los que se desarrollaron a 30°C restriccién hidrica. Por ofra parte,
considerando el total de los datos analizados, la masa corporal de los machos fue un 16,5%

mayor que .en las hembras, promediando 49,2+ 0,81 g (N=70) versus 42,2 + 0,72 (N=75).

Tasa Metabdlica Basal y Pérdida Total de Agua Evaporativa

Finalizados los 4 tratamientos experimentales durante el desarrollo, la tasa metabélica
basal (TMB) y la pérdida total de agua evaporativa (PTAE) se asociaron positiva y
significativamente con la masa corporal TMB, r°=0,18 Fa,141=31,98 p<0.0001 (N=143) y
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PTAE, r2=0,1 Fa,142) =16,16, p<0,0001, (N=144). El anélisis de los residuos de Ias variables
fisiologicas (TMB y PTAE) y la masa corporal revelé la existencia de una asociacion

funcional positiva y significativa entre ellas (*=0,16 F1,140727,53 p<0,001) Figura2 y 3.
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Figura 3.2, Pérdida total de agua evaporativa en funcién de la masa corporal de Phyllotis

darwini finalizados los tratamientos experimentales durante su desarrollo.
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Figura 3.3. Relacion entre los residuos de PTAE y la TMB con la masa corporal en

Phyllotos darwini finalizado los tratamientos experimentales durante el desarrollo.

El anélisis de los residuos de TMB y de PTAE con la masa corporal revelé la existencia de
un efecto significativo del tratamiento experimental sobre las tasas de gasto energético y la
pérdida de agua evaporativa en Phyllotis darwini (MANOVA, Wilks'lambda = 0,58,
Fi6266=13,68, p<0,0001). Sin embargo no se presentaron diferencias enire sexos (Wilks
A=0.96, F3,133=2.44, p=0.09) ni un efecto significativo de la interaccién de ambos factores
(Wilks A=0,97, F,266=0,62, p=0,670).

La prueba de comparaciones miltiples de Tukey revelé que ambos, TMB y PTAE de P.
darwini desarrollados en bajas temperaturas experimentaron valores significativamente

superiores respecto de quienes se desarrollaron a 30°C. Figura 4.
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Figura 3.4. Tasa metabdlica basal y pérdida total de agua evaporativa de Phyllotis darwini
de cuatro tratamientos expetimentales durante el desarrollo. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los datos se reportan
como promedios =+ exror estdndar.

Masa de érganos
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La masa del corazdn, higado, rifién, estémago, pancreas, pulmon, intestino delgado e
intestino grueso se asocid positiva y significativamente con el masa corporal, (corazén
=0,50 p=0,002; higado r=0,59 p<0,0001; rifibn =0,66 p<0,0001; estémago r=0,51
p=0,002; pancreas r=0,55 p=0,001; pulmén r=0.48, p=0.008; intestino delgado r=0.44,
p=0.008; intestino grueso r=0,47 p=0,005). El largo del intestino delgado y del intestino
grueso no se asocio significativamente con la masa corporal (r=0,05 p=0,73 y 1=0,1 p=0,56
respectivamente).

Las comparaciones de la masa fresca de los érganos entre los cuatro tratamientos
experimentales se muestran en la Tabla 1. Se encontraron diferencias significativas en la
masa del rifién (F326 =9,33 p< 0,001), pancreas (F3z¢ =3,83 p= 0,02), intestino delgado
(F3,26 =23,04, p< 0,001), intestino grueso (F326=9,33 p< 0,001), largo del intestino delgado
(F3,26=3,3 p= 0,03) y en el largo del intestino grueso (F326=6,44 p= 0,002). No se encontrd
efecto del fratamiento sobre la masa del corazén (Fs 26 =1,12 p= 0,35), higado (F325 =2,48

p=0,08), estémago (F326=2,71 p=0,06) y pulmén (Fs 26=1,32 p=0,28).
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Tabla 3.1. Masa de los érganos en Phyllotis darwini. Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los valores se
muestran como promedios % EE. El nimero de animales utilizado en cada medicién: 30°C
agua Ad libitum (10), 30°C Restriccién hidrica (10), 30°C agua Ad libitum (8), 30°C
Restriccién hidrica (7).

30°C-AL 30°C-RH 15°C-AL 15°C-RH
Corazén (g) 0.20+0.01° 0.18+0.01° 0.22+0.01° 0.2240.01°
Higado (g) 1.6410.12° 1.21£0,10° 1.71£0.132 1.61+0.11°
Rifién (g) 0.41:0.022 0.43+0.01* 0.45£0.02° 0.47+0.02°
Estémago (g)  0.67+0.03 ® 0.61+0.01 0.81:+0.052 0.64£0.02°
Péncreas (g) 0.05£0.00° 0.03+0.00° 0.04£0.00° 0.04::0,00°
Pulmén(g) 0.24+0.01° 0.19+0.01° 0.24:0.01° 0.2220.01°
ID (g) 1.1420.04* 0.84:0.03° 1.29:£0.06% 1.34:0,04°
IG () 0.440.02 % 0.41£0.02° 0.50£0.02° 0.500.02°
ID (mm) 28.84:0.62° 34.7+0.78" 34.23+1.09° 26.9+0.64°
IG (mm) 16.02+0.93% 19.4+0.32° 18.2:+0.76% 15.48+0,87°

Una correlacion de residuos de los 6rganos con la masa corporal demosird las signientes
asociaciones significativas: intestino delgado con higado, estomago, pulmén, intestino
grueso y largo del intestino delgado; higado con rifién; estomago con intestino grueso;
1ifién con péncreas e intestino grueso. (ver tabla 2 para estadfstica). El andlisis de regresién
miltiple paso a paso (forward stepwise) entre los residuos de TMB y los residuos de Ia
masa de érganos revel6 que un 22 % de la varianza en TMB es explicada por la masa del

intestino delgado (r* ajustado =0,22 F(s,3075,41 p=0,009).
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Tabla 3.2. Matriz de correlacién de los residuos de Ia masa de los 6rganos de individuos

adultos de Phyllotis darwini que crecieron en diferentes tratamientos experimentales. Las

correlaciones significativas son mostradas en negrita (*P<0,05, **P<0,01).

Higado Rifién Estémago Pancreas Pulmén ID IG LID LIG
Corazén  0.11 024 0.4 -0.08 0.03 0.48%* (.15 024 033
Higado 0.45%% (.16 0.07 0.16 0.39* 017 012 021
Rifién 0.26 0.36% 0.09 0.30  0.49%% 033 024
Estémago 0.22 0.31 0.43*%  0.47+* 013 0.1
Péncreas 0.06 004 013  033M 029
Pulmén 0.38% 021 028 026
ID 0.49%* 0.37% 0.19
IG 0.07 0.22
LID 0.61%*
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Actividad oxidativa: Citrato sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa

Las enzimas mitocondriales Citrato sintasa y Citocromo ¢ oxidasa se asociaron
significativamente con la masa corporal (CS, r2=0,18 Fae3 =20,17 p<0,0001; COX,
r2=0,17 Fo,103) =20,37 p<0,0001; Figura 3.5). Las comparaciones entre tratamientos
experimentales, revelaron que la actividad enzimadtica total de CS y COX en el higado, no
presento diferencias significativas (CS, F23 =2,49 p=0,08 y COX Fa2) =24 p=0,09) y
tampoco se encontré diferencias entre sexos (CS, Faz23 =0,28 p=0,6 y COX F1,22) =0,84
p=0,36) ni en Ia interaccién de los factores (CS, Fe23) =2,49 p=0,08 y COX Fgzm =2,4
p=0,09; Tabla 3.3).

La actividad enzimética especifica de la COX presenté variaciones enire grupos
experimentales (Fgz3) =11,23 p<0,001), mostrando una significativa disminucién en
Phyllotis darwini desarroliados a bajas temperatura (ver detalle en Tabla 3.3), la actividad
especifica de CS no vari6 entre los tratamientos experimentales (F,22) =1,88 p<0,16), entre
sexos (COX  F,23 =0,50 p=0,48 y CS, F1,22) =0,02 p=0,87) ni de la interaccién de los
factores (COX F,23)=0,08 p=0,96 y CS, F1,22)=0,70 p=0,55).

La actividad enzimdtica por gramo de proteina, varié significativamente entre tratamientos
de aclimatacién, individuos que se desarrollaron a 15°C-RH iqcrementaron
significativamente la actividad de COX y CS, ademsds se observé un incremento en la
actividad de COX en quienes se desarrollaron a 30°C-RH (COX F3)=14,61, p<0,0001 y
CS, F322) =17,49 p<0,0001). No se encontré efecto del sexo (COX Fu.3) =0,57 p=0,46 y
CS, F,22) =0,72 p=0,40) ni de la interaccién de los factores (COX Fi23 =2,08, p=0,13 y

CS F(3,22) =1,95 p=0,14).

118




10

Actividad total (umol min™")
-

® CS
© COX

© o  CS=052:0.085Mc

COX=-0.71+0.58Mc

20

¥ T ]

50 60 70

Masa corporal (g)

Figura 3.5. Actividad enzimadtica de Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en funcién de la

masa corporal de Phyllotis darwini

Tabla 3.3. Actividad de las enzimas Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en muesiras de

higado de de Phyllotis darwini de cuatro tratamientos experimentales durante el desarrollo.

Entre paréntesis aparece el niimero de animales utilizado en cada medicién. Los valores se

muestran como promedios + EE. COX=Citocromo ¢ Oxidasa, CS=Citrato Sintasa.

30°C AL 30°C RH 15°C AL 15°C RH
COX
umol min™ gtejido™ 1.2120.15*(9)  1.68+0.12°(8)  0.68£0.08°(8) 0.89+0.11%°(7)
Act.total (U) 2.06:028%09)  221£022%8)  130£0.22°(6)  1.370.21°(7)
umol min"gproteina’  3.95:04°(9)  12.4x145%(8)  2.03:02° (®  8.46x1.85°(7)
cs
umol min-1gtejido™ 2.8:027%(9)  2.03£037°(9) 3.120.18°(7)  2.2320.13%(7) _
Act.total (U) 416=0.57%9)  2.65£046%(9) 5.38+0.55°(7)  3.71£0.43 %7)

umol mingproteina’

9.7:1.43°(9)

13.65£1.11%(9) 9.48+0.63 *(7)

22.323.59 % (7)
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Estructura y Funcion renal: Grosor medular relativo (GMR) y Capacidad mdxima de
concentracion de la orina (Umax)

El grosor medular relativo mostré un escalamiento negativo con la masa corporal (GMR=
1,53-0,013Mc, 12=0,45 Fa,31 =25,55 p<0,0001; Figura 3.6). Ademds, se encontrd un efecto
significativo del tratamiento durante el desarrolio sobre en el GMR (F3.25 =8,07 p<0,001).
La prueba de Tukey revelé que animales que se desarrollaron a 15°C agua Ad libitum
tienen un GMR significativamente menor (Figura 3.7). No se encontré un efecto del sexo
(F(1,25~0,0005 p=0,08) ni de la interaccién del tratamiento-sexo (F3.25 =0,61 p=0,61) sobre
el GMR. Finalizado el periodo de 24 horas de deprivacién de agua, la capacidad méxima
de concentracién de la orina (Umax), presentd variaciones significativas entre tratamientos
experimentales (F.sn =4,49 p=0,005), mosirando valores significativamente menores en

roedores que se desarrollaron en el tratamiento de 15°C-AL (véase Figura 3.8).
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Figura 3.6. Asociacién entre el grosor medular relativo (GMR) por unidad de gramo de

rifion y la masa corporal de Phyllotis darwini finalizados los tratamientos experimentales

durante el desarrollo.
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Figura 3.7. Grosor Medular Relativo (GMR) por unidad de gramo de rifién de Phyllotis
darwini luego de los tratamientos experimentales durante el desarrollo. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los datos se

reportan como promedios = error estdndar,
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Figura 3.8. Méxima capacidad de concentraci6n de la orina de Phyllotis darwini finalizado
el desarrollo. Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos después de la

prueba de Tukey. Los datos se reportan como promedios + error esténdar.
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Asociacion entre flexibilidad fenotipica v experiencia térmica e hidrica

I. Desarrollo 15°C - asua ad libitum

Tasa Metabolica Basal y Pérdida total de agua evaporativa

Los individuos adultos provenientes del tratamiento desarrollo 15°C-agua Ad libitum
(15°C-AL) fueron separados en dos grupos experimentales: 30°C agua ad libitum y 30°C
restriccién hidrica (30°C-AL y 30°C-RH respectivamente). En ambos grupos la TMB masa
ospecifica presenté un significativa disminucidn durante Ia primera semana de
aclimatacién, 33% (30°C-AL: (F(s35=11,53 p<0,0001; 30°C-RH: F(5,40=9,69 p<0,0001,
Figura 3.9). No se encontrd efecto del sexo (30°C-AL:F(1,5=4,47 p=0,07; 30°C-RH:
F,7=0,02 p=0,88), ni de la interaccién de los factores sobre TMB (30°C-AL F5,40=0,81
p=0,54, 30°C-RH :Fs35/=6,11 p=0,0003). La PTAE también disminuyo significativamente
durante la primera semana de aclimatacién (30°C-AL: Fis30=8,32, p<0,0001 (-34%); 30°C-
RH: F540=7,91 p<0,0001 (-33%)). No se encontré variacién entre sexos (30°C-AL
Fu,6=1,54, p<0,001; 30°C-RH F,59=4,42 p=0,06), ni en la interaccién tratamiento-sexo
(30°C-AL Fis.30~4,1 p=0,005; 30°C-RH: F5,40=0,31 p=0.9).

La masa corporal también presenté variaciones luego del tratamiento de aclimatacién
térmica, pero de manera opuesta. Los individuos del tratamiento 30°C-AL experimentaron
un incremento significativo en la masa corporal (F(s,40=3,93 p=0,002). El test de
comparaciones multiples de Tukey revelé que la masa corporal incremento un 9% cuando
finalizé la tercera semana de aclimatacién. Sin embargo roedores que terminaron el

tratamiento 30°C-RH disminuyeron significativamente la masa corporal (Fs40y=4,82
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p=0,001). El test de comparaciones multiples de Tukey revelé que la masa corporal

disminuy6 un 12% la primera semana de aclimatacién,

Desarrollo 15°C / Agua ad fibitum

®  30°C agua ad libitum
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Figura 3.9. TMB y PTAE de Phyllotis darwini mantenidos en una condicion experimental
15°C/agua ad libitum desde el destete a la adultez y re-aclimatados en la etapa adulta a los
tratamientos 30°C/ dgua ad libitum (en circulos cerrados) y 30°C/ restriccién hidrica
(circulos abiertos) durante 5 semanas. Los asteriscos indican la semana donde se produce el

cambio de metabolismo y /o pérdida de agua.
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Masa de drganos

La masa del higado, del corazén, del pancreas, del pulmén y del intestino grueso no varié
significativamente entre los fratamientos experimentales (higado: Fi33 =2,26 p= 0,11;
corazon: Fz 33 =0,6 p= 0,55; rifién: F; 33=0,03 p=0,97; pancreas: F>,33=0,34 p=0,71; pulmén:
F233=1,74 p=0,19; intestino grueso: F»3;=1,64 p= 0,21). Sin embargo, la masa del
estomago y del intestino delgado variaron significativamentie entre tratamientos
experimentales (estémago: Fa 33 =10,19 p<0,001; intestino delgado: Fa,33 =13,9, p<0,0001).
El largo del intestino delgado y del intestino grueso también variaron significativamente
enire los tratamientos experimentales (infestino delgado: F333=6,1 p<0,01; intestino grueso
Fp33 =12,38 p<0,0001; Tabla 3.4). S6lo la masa del rifién presentd variaciones
significativas entre sexos (F133=6,09 p=0,02), promediando en machos 0,58 = 0,02 gyen

hembras 0,46 + 0,01 g.

Tabla 3.4 Masa (g) de los érganos en Phyllotis darwini, Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los valores se

muestran como promedios = EE.,

Organo Des 15°C-AL  Aclimatacién 30°C-AL  Aclimatacién 30°C-RH
Corazén 0.2120.01 *(8) 0.26+0.03°(10) 0.20+0.01° (22)
Péncreas 0.0420.00°(8)  0.06:0.00°(10) 0.04+0.00%(22)

Rifién 0.51£0.03%(8) 0.55:0.03°(10) 0.49+0.02°(22)

Higado 1.7140.13%8)  1.88+0.07°(10) 1.74£0.07%(22)
Est6mago 0.81£0.05%(8)  0.70x0.04°(10) 0.71+0.02°(22)
Pulmén 0.24£0.01%8)  0.29::0.01%(10) 0.24+0,00°(22)
Intestino delgado (g) 1.29£0,06*(8)  1.2120.03%10) 0.95+0.02%22)
Intestino grueso (g) 0.5£0.03°(8)  0.53£0.02*(9) 0.440.01%(22)
Intestino delgado (mm) 34.2+1.1°(8)  32.0+1.6*°(10) 36.1£0.9*%(22)

Intestino grueso (mm)

18.20.7%8)

17.6+0.7°(10)

20.1x0.5°(22)
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Actividad oxidativa: Citrato sintasa y Citocromo c¢ oxidasa

La actividad total de COX no presenté diferencias significativas enire los tratamientos de
aclimatacion y el desarrollo (F.20) =0,58 p=0,56), entre sexos (Fa.200 =0,18 p=0,67), nien
la interaccion (F,20=0,42 p=0,66; Tabla 3.5). Sin embargo, la actividad enzimética total de
la CS varié significativamente entre los tratamientos (F2,1673,59 p=0,04). El test de
comparaciones miltiples mostré mna disminucién luego de la aclimatacién a 15°C-RH
(Tukey p<0,05). No se encontraron diferencias significativas entre sexos ni en la
interaccion de los factores (Fy, 16=1,57 p=0,22 y Fp,16=1,17 p=0,33 respectivamente).

La actividad especifica de ambas enzimas fue diferente entre los tratamientos de
aclimatacién y el desarrollo (CS Fp17 =7,35 p=0,005 y COX F(2,23=5,86 p=0,008),
especificamente, la COX  increment6 la actividad en el tratamiento 30°C-AL y la COX en
individuos del tratamiento 30°C-RH. No se enconiré efecto del sexo (CS F,1n=0,49
p=0,48 y COX F(, 23=0,02 p=0,87), ni de la interaccién de los factores (CS Fp,1n=2,32
p=0,12y COX F(323=0,01 p=0,98).

La actividad estandarizada por gramo de protefna también presenté diferencias
significativas entre los tratamientos (CS Fo18=9.91 p=0,001 vy COX F22=13,54
p<0,0001), COX increment6 su actividad en ambos tratarientos (30°C-AL y 30°C-RH), la
CS s6lo en individuos aclimatados a 30°C-RH. Ademds, s6lo la actividad de CS varié entre
sexos (Fq,18=7,79 p=0,01) y con la interaccién sexo-iratamiento (CS Fei3 =4,53
p=0,025); esto ultimo debido a un incremento significativo de la actividad en machos del
tratamiento de aclimatacion 15°C-RH (Tukey, p<0.05). No se enconiré efecto del sexo ni
de la interaccién en la actividad de la COX (sexo: Fq 1) =0,58 p=0,45; interaccién: Fa22

=0,44 p=0,64).
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Tabla 3.5. Actividad de las Enzimas Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en muestras

de higado de de Phyllotis darwini desarrollados 15°C/agua ad libitum y aclimatados

durante 5 semanas a las condiciones 30°C agua ad libitum y 30°c restriccién hidrica. Entre

paréntesis aparece el mimero de animales utilizado en cada medicién. Los valores se

muestran como promedios + EE. COX=Clitocromo ¢ Oxidasa, CS=Citrato Sintasa.

Desarrollo Aclimatacién Aclimatacion
15°C AL 30°C AL 30°C RH
cox
umol mingtejido™ 0.68+0.08 * (8) 1.69+0.29 ® (10) 1.01£0.11**(1D)
Act.total (U) 1.30+0.2 * (6) 3.24£0.6 * (10) 1.85+0.24 * (11)
umol min”'gproteina®  2.030.2 2 (8) 6.01+0.8° (9) 7.3120.77 " (11)

cs
umol min-1gtejido™
Act.total (U)

umol min™gproteina

3.1£0.18 (7)

5.3820.55 %(7)
9.48+0.63 *(7)

3.18£0.2 % (8)

5.8+0.32 % (8)
10.04::0.53 %(8)

2.11£0.22° (9)

4.06+0.5 °(9)
14,942,12°(9)
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Estructura y Funcién renal: Grosor medular relativo (GMR) y Capacidad mdxima de
concentracion de la orina (Umax)

El grosor medular relativo no presenté diferencias significativas respecto de lo observado
una vez finalizado el desarrollo (F33=2.51 p=0.09), tampoco se evidenciaron diferencias
entre sexos F 33y=0,72 p=0,4 ni en la interaccion de los factores Fp33=0,21 p=0,8. Umax
no presento diferencias significativas entre los tratamientos de aclimatacion y del desarrollo

(F (2,47)=0,08 p=0,92).
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Figura 3.10. Grosor Medular Relativo (GMR) por unidad de gramo de rifién desarrollados
15°C-agua ad libitum y aclimatados durante 5 semanas a las condiciones 30°C agua ad
libiturn y 30°c restriccion hidrica, Diferentes letras indican diferencias significativas entre
grupos después de la prueba de Tukey. Los datos se reportan como promedios = error
estandar,
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Figura 3.11. Osmolalidad de la orina (Umax) de Phyllotis darwini desarrollados 15 °C-agua

ad libitum y aclimatados durante 5 semanas a las condiciones 30°C agua ad libitum y 30°C

restriccion hidrica. Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos después

de la prueba de Tukey. Los datos se reportan como promedios = error esténdar.
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II. Desarrollo a 15°C - restriccion hidrica

Tasa Metabdlica Basal y Pérdida total de agua evaporativa

Los individuos adultos provenientes del tratamiento desarrollo 15°C y Agua restriccién
hidrica fueron separados en dos grupos experimentales: 30°C agua ad libitum y 30°C
restriccion hidrica. La masa corporal de individuos aclimatados a 30°C-AL no presento
variaciones significativas durante el periodo de aclimatacién (F530=1,56 p=0,2, N=8),
pero sf varié entre sexos (F1,6=1,67 p=0,23) promediando en machos 52 + 1,9¢ y en
hembras 42+1,5 g. No se observé un efecto significativo de la interaccién de los factores
(Fs.30=1,71 p=0,16). La TMB y la PTAE, se mantuvieron invariantes durante el tiempo de
aclimatacion (TMB: Fs30=1,95 p=0,11 y PTAE: F(530=0,46 p=0,80; Figura 3.12), entre
sexos (TMB: F,6=0,01 p=0,91 y PTAE: Fy=2,8 p=0,14) v no existi6 un efecto
significativo de la interaccién de los factores (TMB: F(530=0,19 p=0,96 y PTAE:
F530=1,27 p=0,29). La Mc de los individuos aclimatados a 30°C-RH no presentaron
variaciones significativas durante el periodo de aclimatacién (Fis30=1,25 p=0,3, N=9;
Figura 3.12), como tampoco varié entre sexos (Fu,»=1,67 p=0,23), ni se observé un efecto
de la interaccién de los factores (Fs30=0,39 p=0,85). Sin embargo la PTAE y la TMB
vari6 significativamente durante la adultez (TMB: F(5,35~10,54 p<0,0001; PTAE: Fs30=
3,35 p=0,01) pero no se encontrd variacién entre sexos (TMB: Fa,7=2,49 p=0,15 y PTAE:
¥1,6=4,2 p=0,08), ni en la interaccién de los factores (TMB: Fs35=10,54 p=0,71 y PTAE:

F(5,30)=1 ,9 1 p=0, 1 2).
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Desarrollo 15°C / Restriccidn hidrica
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Figura 3.12, Tasa metabdlica basal (TMB) y Pérdida total de agua evaporativa (PTAE) de
Phyllotis darwini mantenidos en una condicién experimental 15°C-restriccién hidrica desde
el destete a la adultez y re-aclimatados en la etapa adulta a los tratamientos 30°C- agua ad
libitum (en circulos cerrados) y 30°C/ restriccién hidrica (circulos abiertos) durante 5
semanas. Los asteriscos indican La semana donde se produce el cambio de metabolismo y
/o pérdida de agua. Solo los individuos re-aclimatados a 30°C/RH disminuyen la TMB

(semana 2) y PTAE (semana 4).
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Masa de érganos.

La masa del intestino delgado presenté variaciones enire tratamientos experimentales
(Fe,1779,13 p=0,002). E! test de comparaciones multiples de Tukey reveld que la masa del
intestino luego del tratamiento de aclimatacién 15°C - agua ad libitum y 15°C restriccion
hidrica fueron 20% y 14% menores que en el tratamiento de desarrollo a 15°C restriccién
hidrica. No se encontré efecto del tratamiento experimental sobre la masa htuneda del resto
de los Grganos (corazén: F,17770,82 p=0,45; higado: Fp17=2,16 p=0,14; pulmén:
F2,17=0,19 p=0,82; péncreas : F@17=1,04 p=0,37; estémago: Fe,17=3,7 p=0,05; rifién :
Fe1772,21 p=0,14; intestino grueso: Fe11=0,50 p=0,61; largo del intestino delgado

F2,17=0,79 p=0,46 y largo del intestino grueso F17=1,63 p=0,22; Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Masa de los 6rganos en Phyllotis darwini. Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los valores se

muestran como promedios + EE,

Organo Des 15°C/RH  Aclimatacién 30°C/AL  Aclimatacién 30°C/RI1
Corazén 021+0.01*(7) 0.20%0.03° (3) 0.2120.01° (9)
Pancreas 0.04+0.00°(7)  0.13+0.09%(8) 0.04+0.00°(9)
Rifién 0.47£0.02%(7) 0.44+0.02%(8) 0.48+0.02%(9)
Higado L.61+0,13%7)  1.7620.07%(8) 1.64+0.07°(9)
Estomago 0.64+£0.02%(7)  0.60+0.03%8) 0.59+0.04%9)
Pulmén 0.22£0.01%7)  0.23+0.01%(8) 0.24::0.00°(9)
Intestino delgado (g) 1.34£0.04°(7)  1.1120.05%@8) 1.17:+0.03%9)
Intestino grueso (g) 0.5£0.01%(7)  0.40+0.02°(8) 0.44+0.03%(9)
Intestino delgado (mm) 26.8+0.6%(7) 28.8+1.4%(8) 29.0£1.5%(9)
Intestino grueso (mm)  15.4:0.9%(7) 14.0£0.5%(8) 15.12+0.5%(9)
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Actividad oxidativa: Citrato sintasa y Citocromo ¢ oxidasa

La actividad total de CS y COX no present6 diferencias significativas entre los tratamientos
de aclimatacién y el desarrollo (CS F,16)=1,64 p=0,22 y COX F2,150,39 p=0,68), entre
sexos (CS F,16 =1,08 p=0,31 y COX F1,15=0,14 p=0,71), como en la interaccién de los
factores (CS F2,16=1,98 p=0,16 y COX F3,15=0,004 p=0,99).

La actividad especifica tampoco varié entre traiamientos (CS F,1671,63 p=0,22 y COX
F,15 =0,32 p=0,73), entre sexos (CS F,1 =0,58, p=0,45 y COX Fy,15 =0,19 p=0,66), ni
en la interacci6n de los factores (CS F,16=1,55 p=0,24 y COX F(2,15=0,01 p=0,98).

Sélo se encontraron diferencias en la actividad enzimatica de CS por gramo de proteina
entre tratamientos. El test de Tukey (p<0,05) reveld un incremento significativo en ambos
tratamientos de aclimatacién en adultos (CS Fp16=11,13, p<0,001 y COX Fe,1670,75
p=0,48). No se encontrd un efecto del sexo (CS Fq,16 =1,89 p=0,18 y COX F1,16=0,22
p=0,64), ni de la interaccion de los factores (CS Fp1=1,64, p=0,22 y COX F,16 =2,09

p=0,15; Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Actividad de las Enzimas Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en muestras

de higado de de Phyllotis darwini desarrollados 15°C/restriccion hidrica y aclimatados

durante 5 semanas a las condiciones 30°C agua ad libitum y 30°c restriccién hidrica, Entre

paréntesis aparece el mimero de animales utilizado en cada medicién. Los valores se

muestran como promedios + EE, COX=Citocromo ¢ Oxidasa, CS=Citrato Sintasa.

Desarrollo
15°C RH

Aclimatacion
30°C AL

Aclimatacién
30°C RH

cox

umol min’ gtejido™
Act.total (U)

umol min ' gproteina”
cs

umol min-1gtejido™
Act.total (U)

umol min™'gproteina”

1

1

0.89:0.11° (7)
1.30£0.2°(7)
8.46+1.852(7)

2.2330.13*(7)
3.7120.43 }7)
22.323.59 % (7)

1.05+0.2 % (8)

3.24+0.6 *(8)
6.3922.04 * (8)

1.32£0.24% (8)

2.45+0.86 * (8)
6.22+1.38 °(8)

1.08£0.27 *(7)

1.85£0.24 % (7)
7.56£1.33 % (7)

1.55£0.34° (8)
2.3940.5 %(8)

14.67+2.75 *° (9)
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Estructura y funcién renal: Grosor medular relativo (GMR) y capacidad mdxima de

concentracion de la orina (Umax)

El grosor medular relativo no presentd diferencias significativas entre los tratamientos de
aclimatacion y el desarrollo (Fz,16=2,02 p=0,16; Figura 3.13), tampoco se evidenciaron
diferencias entre sexos (F,16=1,07 p=0,2), ni de la interaccion de los factores (F,16~0,8
p=0,46). Umax presentd diferencias significativas entre los tratamientos de aclimatacion y
el desarrollo (Fi227=4,46 p=0,02; Figura 3.14). El test de comparaciones multiples reveld
un incremento de un 27% finalizado el tratamiento 15°C restriccién hidrica (Tukey,

p<0,05).
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Figura 3.13. Grosor medular relativo (GMR) por unidad de gramo de rifién de Phyllotis
darwini luego de los tratamientos experimentales durante el desarrollo (15°C / restriccion
hidrica) y una vez terminados los tratamientos de aclimatacién a 30°C agua ad libitum y 30

°C restriccion hidrica. Los datos se reportan como promedios + error estdndar.
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Figura 3.14. Osmolalidad de la orina (Umax) de Phyllotis darwini desarrollados

15°C/restriceion hidrica y aclimatados durante 5 semanas a las condiciones 30°C agua ad

libitum y 30°c restriccién hidrica. Diferentes letras indican diferencias significativas entre

grupos después de la prueba de Tukey. Los datos se reportan como promedios + error

estandar,
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II1. Desarrollo a 30°C - agua ad libitum

Tasa Metabdlica Basal y Pérdida fotal de agua evaporativa

Los individuos adultos provenientes del tratamiento desarrollo 30°C-agua ad libitum fueron
separados en dos grupos experimentales: 15°C agua ad libitum y 15°C restriccién hidrica.
En ambos tratamientos la Mc no presenté variaciones significativas durante el periodo de
aclimatacion (15°C-AL: Fs40=0,44 p=0,81; 15°C-RH: Fs30=1,39 p=0,25; Figura 3.15).
Sin embargo, el grupo aclimatado a 15°AL mostr6 significativas diferencias entre sexos
promediando en machos 55+1,6 g y en hembras 45+1,6 g (Fy,5=22,09 p=0,001). £l grupo
aclimatado a 15°C-RH no experimenté variacién significativa en la masa corporal
(Fa.6=1,88 p=0,21) y no se encontraron variaciones producto de la interaccién de los
factores (15°C-AL: F(540~0,48 p=0,79; 15°C-RH: F5300=0,73 p=0,6). Tampoco se
encontr6 efecto de la semana de aclimatacién sobre TMB (15°C-AL : F(5,4070,98 p=0,44;
15°C-RH: F530=1.21 p=0.32), del sexo ni de la interaccién de los factores en TMB (15°C-
AL: sexo, F8=2,5 p=0,15, interaccion Fs40=0,61 p=0,69; 15°C-RH: sexo F16=0,24
p=0,6, interaccion F(s3p=1,62 p=0,18). La PTAE no varié6 entre iratamientos de
aclimatacion (15°C-AL: Fs35=2,07, p=0,09; 15°C-RH, F(s30=1,88 p=0,12), sin embargo,
la PTAE de Phyliotis aclimatados a 15°C-AL, varié significativamente entre sexos,
mostrando un incremento de 15% en hembras (15°C-AL Fun=7,05 p=0,03; 15°C-
RH:F(1,6=0,004 p=0,95). No se encontré efecto de la interaccion de los factores (15°C-AL:

F(535=0,33 p=0,89; 15°C-RH: F5.30=1,42 p=0,24).
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Figura 3.15. Tasa metabélica basal (TMB)y Pérdida total de agua evaporativa (PTAE) de
Phyllotis darwini mantenidos en una condicién experimental 30°C-dgua ad libitum desde el
destete a la adultez y re-aclimatados en la etapa adulta a los tratamientos 15°C-4gua ad
libitum (en circulos cerrados) y 15°C-restriccién hidrica (circulos abiertos) durante 5
semanas. Ningdin grupo experimental experimento cambios en TMB o PTAE durante la re-

aclimatacion térmica e hidrica.
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Masa de organos

La masa del rifién, del pulmén, del intestino delgado y el largo del intestino delgado vari6

significativamente entre los tratamientos experimentales (rifién: Foz0 =24,66 p<0,0001;

pulmoén: Fz20=4,19 p=0,03; intestino delgado: F22=7,53, p=0,003; largo de intestino

delgado F;20 =7,15, p=0,004; Tabla 3.8). Sin embargo la masa del corazén, del higado,

pancreas, estémago, del intestino grueso y el largo del intestino grueso no se diferenciaron

significativamente entre los tratamientos experimentales (corazén: F»19=0,81 p=0,41;

higado: F315=2,36 p=0,11; péancreas: F,10=0,50 p=0,61; estdmago: Fz19=2,41 p=0,11;

intestino grueso: F219=1,27 p=0,3 y largo del intestino grueso: I'219=0,76 p=0,47). Véase

Tabla 3.8 para comparaciones multiples.

Sélo la masa del rifién presentd variaciones significativas entre sexos (Fj20=11,92,

p=0,002), promediando en machos 0,57 £ 0,03 g y en hembras 0,43 £ 0,02 g.

Tabla 3.8. Masa de los 6rganos en Phyllotis darwini. Diferentes superindices indican

diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los valores se

muestran como promedios = EE.

Organo Des 30°C/AL Aclimatacién 15°C/AL.  Aclimatacion 15°C/RH
Corazén 0.20+0.01%(10)  0.24+0.01°(9) 0.19+0.01%(7)
Pancreas 0.05£0.00°(10)  0.05::0.030%(3) 0.06::0.00%(8)
Rifién 0.41£0.03%(9)  0.58+0.03%9) 0.50+0.025(8)
Higado 1.64£0,13%9)  1.97+0.09%(9) 1.63+0,07%(8)
Estémago 0.68£0.03%(10)  0.81::0.02%(9) 0.75:£0.05%(7)
Pulmén 0.23£0.01%10)  0.29+0.01%(9) 0.250.00%(8)
Intestino delgado (g) 1.13£0.04°10)  1.49:0.04°(9) 1.21+0.07°(8)
Intestino grueso (g) 0.44£0.03%(10)  0.51+0,02%9 0.45:+0.03%(8)
Intestino delgado {(mm) 28.8+0.6*(10) 33.9:1.2°(9) 30.8+1.2%(8)
Intestino grueso (mm)  16.0+0.9°%(10) 17.720.9%(9) 15.5£0,7%(8)
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Actividad oxidativa: Citrato sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa

La actividad total de CS presenté diferencias significativas entre los tratamientos de
aclimatacion y el desarrollo (Fp,16=4,16 p=0,02; Tabla 3.9). Especificamente, present6 un
incremento en el tratamiento de aclimataciéon 15°C- AL. La actividad total de COX no
mostré cambios significativos entre los fratamientos (Fp16=2,27, p=0,13), sin embargo,
solo esta ultima presentd variaciones entre los sexo (COX Fq,16 =11,13, p=0,004; CS,
Fa,16) =0,08 p=0,77) y en la interaccioén de los factores (COX F,16=3,7 p=0,05; CS F,16)
=228, p=0,13). No se encontraron variaciones significativas en la actividad especifica de
CS y COX entre los tratamientos experimentales (CS Fp 17=1,74 p=0,21; COX Fp,17)
=0,13 p=0,87), entre sexos (CS F,19=0,22 p=0,64; COX F(1,17=3,55 p=0,07), ni de la
interaccién de los factores (CS Fp,11=1,32 p=0,29; COX, F2,17=1,97 p=0,16).

La actividad por gramo de proteina varid significativamente en ambas enzimas entre
tratamientos experimentales (CS F,15711,88 p<0,001; COX Fp17=37,12 p<0,001),
mostrando un incremento significativo en individuos que finalizaron el tratamiento 15°C-
restriccion hidrica (Tukey p<0,01). No se observo un efecto significativo efecto del sexo
(CS F,18=2,36 p=0,14; COX F(1,17=1,58 p=0,22) ni de la interaccién de los factores (CS

F2,18=1,67 p=0,21); COX F,17=1,04 p=0,91).
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Tabla 3.9. Actividad de las Enzimas Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en muestras de
higado de de Phyllotis darwini desarrollados 30°C/agua ad libitum y aclimatados durante 5
semanas a las condiciones 15°C agua ad libitum y 15°c restriccion hidrica. Entre paréntesis
aparece el niimero de animales utilizado en cada medicion. Los valores se muestran como

promedios + EE, COX=Citocromo ¢ Oxidasa, CS=Citrato Sintasa.

Desarrollo 30°C AL Aclimatacién 15°C AL Aclimatacién 15°C RH

CoxX
umol min'gtejido”  1.21+0.15 *(9) 1.11+0.43 * (6) 1.2740.10 * (8)
Act.total (U) 2.06+0.28 * (9) 2.25+0.98 * (6) 2.09:0.24 *(8)
umol mingproteina™®  3.95£0.4 2 (9) 3.45+1.33 * (6) 11.59+0.93 ° (8)
cs

umol min-1gtejido”  2.8+0.27 * (9) 3.43£0.21 *(7) 2.58+0.30° (8)
Act.total (U) 4.16+0.57 %(9) 7.33£0.45. (7) 4.22+0.47 %(8)
umol min”gproteina®  9.7+£1.43°(9) 10.6+0.76 *(7) 23.6842.8 ® (8)

Estructura y Funcién renal: Grosor medular relativo (GMR) y Capacidad mdxima de

concentracion de la orina (Umax)

Como consecuencia de la aclimatacién térmica e hidrica, el GMR presenté diferencias
significativas entre los tratamientos de aclimatacién y el desarrollo (F20~12,40 p<0,001;
Figura 3.16). La prueba de comparaciones multiples revelé una disminucién de un 43% y
23% finalizados los tratamientos 15°C agua ad libitum y 15°C restriccidn hidrica
respectivamente (Tukey p<0,01). No se encontraron diferencias entre sexos F20=3,57
p=0,07 ni en la interaccion de los factores Fip205=0,78 p=0,48. Por su parte, Umax presentd
diferencias significativas entre los tratamientos de aclimataci6n y el desarrollo (Fz47=7,29
p=0,001; Figura 3.17). El test de comparaciones miltiples revelé una disminucién de un

22% finalizado el tratamiento 15°C agua ad libitum {Tukey p<0,05).
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Figura 3.16. Grosor medular relativo (GMR) por unidad de gramo de rifién de Phyllotis
darwini luego de los tratamientos experimentales durante el desarrollo (30°C / agua ad
libitum) y una vez terminados los tratamientos de aclimatacién a 15°C agua ad libitum y 15

°C restriccion hidrica. Los datos se reportan como promedios £ error estindar. Las letras

indican diferencias entre grupos después de la prueba de Tukey.
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Figura 3.17. Osmolalidad de la orina (Umax) de Phyllotis darwini desarrollados 30°C/agua
ad libitum y aclimatados durante 5 semanas a las condiciones 15°C agua ad libitum y 15°C

restriccion hidrica, Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos después

de la prueba de Tukey. Los datos se reportan como promedios + error estandar.
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IV. Desarrollo 30°C - restriccion hidrica

Masa Corporal, Tasa Metabélica Basal y Pérdida total de agua evaporativa

Los individuos adultos provenientes del tratamiento desarrollo 30°C - Restriccién hidrica
fueron separados en dos grupos experimentales: 15°C agua ad libitum y 15°C restriccién
hidrica. Phyllotis darwini aclimatados a 15°C-AL presentaron un significativo incremento
(9%) de la masa corporal durante el periodo de aclimatacién térmica e hidrica (Fs35=1,52
p=0,pl N=9) y el test de comparaciones miiltiples revelé que el incremento se produjo
finalizada la primera semana de aclimatacién (p<0,05). No se encontrd efecto del sexo
(F(1,7=4,97 p=0,06), ni de la interaccion de los factores (F(s 35=0,77 p=0,57) sobre la masa
corporal. I.a masa corporal del grupo aclimatado a I15°C-RH no fue afectado
significativamente por el tratamiento de aclimatacién (F(s30=1,25 p=0,3 N=10), pero sf
presento diferencias entre sexos (Fy,=6,73 p=0,03), promediando en machos 42,2+1,7 g y
en hembras 38.1::2.1 g. No se encontré efecto de la interaccion de los factores (F5,40=0.98
p=0.98). La TMB de Phyllotis darwini aclimatados a 15°C-AL vari6 significativamente
durante el tiempo de aclimatacién (Fs35=9.5 p<0.0001; Figura 3.18). El cambio
metabélico se produjo durante la quinta semana de aclimatacién (Tukey p<0,05). Ademés
se encontré un efecto signifiacativo del sexo sobre la TMB (F( 7=8,24 p=0,02). La PTAE
presentd variaciones significativas durante el periodo de aclimatacién (Fs35=2,36 p=0,05;
Figura 3.18), perc no hubo un efecto del sexo (Fg.7=1,8 p=0,22), ni de la interaccién de
los factores (F(s35=0,36 p=0,87). Al contrario, terminado el tratamiento 15°C-RH ni la
TMB ni la'PTAE presentaron variaciones significativas durante el tiempo de aclimatacién

(TMB! F(5’40)=0,32 p=0,89 Y PTAE: F(5,40)= 1,'86 p=0,-12), entre sexos (TMBZ F(1,3)=0,71
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p=0,41 y PTAE: F(,5=3,2 p=0,1), ni como efecto de la interaccion de los factores (TMB:

F(5.40=0,97 p=0,44 y PTAE: F(5,40~1,35 p=0,26).
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Figura 3.18. TMB y PTAE de Phyllotis darwini mantenidos en una condicién experimental
30°C-restriccion hidrica desde el destete a la adultez y re-aclimatados en la etapa adulta a
los tratamientos 15°C-agua ad libitum (en circulos cerrados) y 15°C-restriccion hidrica
(circulos abiertos) durante 5 semanas. Soélo el grupo re-aclimatado a 15°C-AL cambié la

TMB y PTAE durante la quinta semana.
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Masa de organos

La masa del higado, del rifién, del pulmodn, del intestino delgado, el largo del intestino
delgado y del intestino grueso varié significativamente entre los tratamientos
experimentales (higado: Fy3; =7,39 p<0,0001; rifién: F»3;=9,23 p<0,001; pulmén: Fr3
=3,41 p= 0,04; intestino delgado: F»3;=6,4 p=0,004; largo de intestino delgado F»3,=7,71,
p=0,002 y largo del intestino grueso F»3;=3,96 p=0,02; Tabla 10). Sin embargo, la masa del
corazén, del estdmago, del pancreas y del intestino grueso no se diferencié
significativamente entre los tratamientos experimentales (corazén: Fz3=2,76, p=0,07;
estomago: F31=1,55, p=0,23; pancreas: Fs3,=1,01 p=0,37 iniestino grueso y estémago:
F2,10=2,41 p=0,11). Véase Tabla 3.10 para comparaciones multiples. S6lo la masa del rifion
presenté variaciones significativas entre sexos (F13=7,04, p=0,012), promediando en

machos 0,56 = 0,02 g y en hembras 0,45= 0,01 g.

Tabla 3.10. Masa de los érganos en Phyllotis darwini, Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre grupos después de la prueba de Tukey. Los valores se

muestran como promedios + EE,

Organo Des 30°C/RH Aclimatacion 15°C/AL  Aclimatacion 15°C/RH
Coraz6n 0.18+0.01%(10)  0.21£0.01°(13) 0.20£0.012 (15)
Péncreas 0.03£0.00°%(10)  0.05+0.01%(13) 0.03+0.00°(15)
Rifién 0.43:0.021 % (10)  0.56+0,02°%(13) 0.52+0.02%(15)
Higado 1.21£0.11°%10)  1.95£0.07°(13) 1.7320.08%(15)
Estémago 0.61£0.01°(10)  0.73£0.03%13) 0.70::0.03%(15)
Pulmén 0.1820.01%(10)  0.24+0.071°%(13) 0.23£0.01%15)
Intestino delgado (g) 0.84£0.03%(10)  1.22+0.05°(13) 1.1240.06°(15)
Intestino grueso (g) 041£0.01°10)  0.47+0.02°(13) 0.49+0.02°(15)
Intestino delgado (mm) 34.8+0.8°(10) 30.4+0.9°(13) 30.8+0.9%(15)
Intestino grueso (mm)  19.440.3%(10) 16.9+0.5°(13) 18.6+0.5%(15)
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Actividad oxidativa: Citrato sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa

En ambas enzimas, la actividad total no present6 diferencias significativas entre los
iratamientos experimentales (CS Fp25=2,85 p=0,11 y COX F2,2670,95 p=0,39), entre
sexos (CS F,25=0,06 p=0,81 y COX F(126=0,003 p=0.95) y tampoco se observé un efecto
significativo de la interaccién de los factores (CS F(p25=0,08 p=0,91 y COX Fe26=0,17
p=0,83). Solamente, la actividad especifica de COX presenté diferencias significativas
entre los tratamientos (COX F(z2674,52 p=0,02y CS Fo25=1,72 p=0,19), mostrando un
incremento a bajas temperatura (véase detalle en Tabla 3.11). Sin embargo, no se encontrd
un efecto del sexo (COX F(1;25)=0,08, p=0,77 y CS F,25=0,22 p=0,64, ni tampoco de la
interaccion de los factores (COX Fo26=0,12 p=0,88 y CS Fp25~0,22 p=0,79). La
actividad enzimdtica de CS estandarizada por gramo de proteina no presentd variaciones
enire los tratamientos, (CS F28=1,71, p=0,20 y COX Fpy25=1,21 p=0,31) y tampoco se
encontré un efecto del sexo (CS Fy,2=0,01 p=0,92 y COX F(125=0,03 p=0,86), ni de la

interaccion de los factores (CS F(2,2=0,02 p=0,97 y COX F2.25=0,07 p=0,92).
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Tabla 3.11. Actividad de las Enzimas Citrato Sintasa y Citocromo ¢ Oxidasa en muestras

de higado de de Phyllotis darwini desarrollados 30°C-agua resiriccion hidrica y

aclimatados durante 5 semanas a las condiciones 30°C agua ad libitum y 30°C restriccién

hidrica. Entre paréntesis aparece el nimero de animales utilizado en cada medicién. Los

valores se muestran como promedios + EE. COX=Citocromo c¢ Oxidasa, CS=Citrato

Sintasa.
Desarrollo Aclimatacién Aclimatacion
30°C RH 15°C AL 15°C RH
cox
umol min gtejido™ 1.68+0.12°(8)  1.06+0.17 *(12) 1.01£0.14 ® (13)
Act.total (U) 221£022°(8)  2.042035°(12) 1.86:0,31 * (13)
umol mingproteina?  12.4+1.45 2 (8) 10.58+3.02 * (11) 6.634:0.96 * (12)

cs
umol min-1gtejido’!
Act.total (U)

umol min”gproteina™

2034037 *(9)

2.65+0.46 %9)
13.65+1.11°(9)

2.1420.19 ° (12)

4,04+0.34°(12)
20.89+12.9°(12)

1.53::0.18°(13)

2.95+0.29%(13)
11.6+2.5°(12)
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Estructura y funcion renal: Grosor medular relativo (GMR) y Capacidad mdxima de
concentracion de la orina (Umax)

El GMR presenté diferencias significativas entre los tratamientos de aclimatacién y el
desarroflo (F27=6,78 p=0,004; Figura 3.19). El test de comparaciones miiltiples reveld
una disminucién de un 35% y 25% finalizados los tratamientos 15°C agua ad libitum v
15°C restricciéon hidrica respectivamente (Tukey p<0,001). Ademds, se encontraron
diferencias entre sexo (F.27=3,57 p<0,001) promediando los machos 0,71+0,03 y las
hembras 0.96+0.04. No se encontrd efecto de la interaccién de los factores (F,=0,72
p=0,49). Umax present6 diferencias significativas entre los tratamientos de aclimatacién y
el desarrollo (F,47=7,29 p=0,0011; Figura 3.20). El test de comparaciones multiples reveld
una disminucién de un 20% y 13% finalizados los tratamientos 15°C agua ad libitum y

15°C restriceion hidrica respectivamente (Tukey p<0,05).
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Figura 3.19. Grosor medular relativo (GMR) por unidad de gramo de rifion de Phyllotis
darwini luego de los tratamientos experimentales durante ¢l desarrollo (15°C - restriccién
hidrica) y una vez terminados los tratamientos de aclimatacién a 30°C agua ad libitum y 30

°C restricci6n hidrica. Los datos se reportan como promedios + error estandar.
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Figura 3.20. Osmolalidad de la orina (Umax) de Phyllotis darwini desarrollados 30°C-
restrecién hidrica y aclimatados durante 5 semanas a 15°C agua ad libitum y 15°C
restriccion hidrica. Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos después

de la prueba de Tukey. Los datos se reportan como promedios + error estandar.
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Discusién

En este capitulo se evaluo el efecto de las condiciones ambientales experimentadas durante
el desarrollo sobre la variabilidad fisiologica en Phyllotis darwini, vy el efecto de la
experiencia ontogenética sobre flexibilidad fenotipica de rasgos relacionados con la
fisiologia energética y osmorregulatoria. Los resultados indican, que las caracteristicas
ambientales (térmicas e hidricas), modulan los rasgos fenotipicos en Phyllotis darwini. La
magnitud y direccién de la plasticidad observada dependen del rasgo evaluado y de la
ventana temporal en que la sefial ambiental actiia, lo que concuerda con estudios previos
(Sultan, 2007; Gilbert & Epel, 2009). Asimismo, se ha postulado que las bases
mecanisticas de la aclimatacién térmica y /o hidrica difieren entre niveles de organizacion,
las que incluyen modificaciones en estructuras morfolégicas, como el tamafio de drganos
(McDevitt &Speakman, 1994; Diaz et al., 2006), fisiolgicas y bioquimica (Golozoubova
et al., 2001; Nedergaard et al., 2001) y expresién de genes, entre otros (Jacobsson et al.,
1994; Yu et al., 2002; Bozinovic., et al., 2003).

En este contexto, y en respuesta a la temperatura durante el desarrollo, Phyllotis
darwini presenté modificaciones en diferentes niveles jerérquicos de organizacién. En
efecto, los roedores desarrollados a 15°C presentaron un incremento de la tasa de gasto
energético respecto de quienes se desarrollaron a 30°C (independientemente de la
disponibilidad hidrica), también se observaron variaciones en el tamafio de organos, En este
sentido, las modificaciones en el tracto intestinal han sido asociadas con cambios en las
demandas energéticas (Gross et. al., 1985). Diversos estudios indican que cuando las

demandas termogénicas son elevadas, los endotermos responden incrementando en la
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ingesta de alimento (item no evaluado en este estudio), y con modificaciones en el intestino
y organos relacionados con el procesamiento y absorcién de nutrientes (Hammond & Janes,
1998). Este efecto se traduciria en incrementos en la TMB debido al incremento de tejidos
con una alta actividad metabélica (Grosset al., 1985; Haim et al., 1990). Efectivamente, los
resultados obtenidos, revelaron que un 22% de la variacién en la TMB se explicarian por
variaciones en la masa del irtestino. Paralelamente, a nivel bioquimico, se encontraron
diferencias entre los grupos experimentales, en donde la actividad especifica y la actividad
por gramo de proteina de la enzima mitocondrial Citocromo ¢ oxidasa en el higado
presentd un incremento significativo en roedores aclimatados a 15°C. Este resultado es
coincidente con estudios previos que han evaluado el papel adaptativo de enzimas del
higado en la termogénesis durante la aclimatacién al frio (Wrutniak-Cabello et al., 2001;
Zaninovich et al,, 2003). Adicionalmente la actividad de COX por gramo de proteina, fue
cuatro veces mayor en animales desarrollados en regimenes de restriccién hidrica, lo que
sigiere una mayor eficiencia en la actividad de esta enzima mitocondrial, ademss el
incremento de la actividad, podzia asociarse con la necesidad de producir agua metabolica,
debido que producto de la actividad de COX se reduce una molecula de 0,, obteniéndose
como producto dos molesculas de agua (Lehninger, 2005).

Por otro lado, se observd que animales aclimatados a 15°C-AL presentaron una
masa renal significativamente mayor y un grosor medular relativo significativamente
menor a quienes desarrollaron a 30°C (agua ad libitum y testriccién hidrica). Debido a que
este Ultimo indice es un indicador de la habilidad de concentrar orina (Al-Kahtani, et al.,
2004) nuestros resultados son consistentes, con los andlisis osmométricos que revelaron

una menor capacidad de concentracién de la orina en el grupo 15°C-AL. De esta manera, y
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en este grupo particular, el tamafio renal estaria asociado con el incremento en las
demandas termorregulatorias mds que con la habilidad de conservar agua. Estos resultados,
confrastan con lo encontrado en el grupo desarrollado a la misma temperatura pero con
restriccién  hidrica, quienes presentaron valores de GMR tan altos como Phyllotis
desarrollados a altas temperaturas, probablemente por la necesidad de disminuir la pérdida
de agua en esas condiciones. Los roedores desarrollados a 30°C presentan una serie de
ajustes fisiologicos respecto de quienes se desarrollaron bajas temperaturas, entre ellos,
incremento en la capacidad de concentracién de la orina, en el GMR, disminucién en la
TMB y PTAE, incremento en el largo del intestino grueso (en roedores aclimatados a 30°C-
RH), modificaciones que responderian a la necesidad de reducir la produccién endogena de
calor y de pérdida de agua (evaporada y excretada) (McNab & Morrison, 1963; Dawson &
Bennett, 1973; Gallardo et al., 2005; Bozinovic & Gallardo, 2006).

Los resultados sugieren, que frente a variaciones en el ambiente térmico e hidrico,
experimentado durante el desarrollo, Pyllotis darwini responderia con modificaciones
fenotipicas, presentando ajustes desde un nivel celular (a través de la actividad de enzimas
metabolicas), en el tamafio de 6rganos (masa y largo total, GMR) y a nivel organismico (a
través de modificaciones de la TMB, PTAE y Mc), lo que contribuiria a incrementar los
esfuerzos termogénicos por una parte y a disminuir la pérdida de agua evaporativa y
excretada. Los resultados apoyan la idea que la plasticidad fenotipica es una propiedad de
un rasgo y no de los individuos (Gilbert & Epel, 2009). Efectivamente, Phyllotis darwini
mostré Plasticidad de desarrollo en algunos rasgos y flexibilidad fisiolégica en otros. En
este sentido, la naturaleza de las variaciones que se observaron, en términos de
reversibilidad, magnitud, patrén y velocidad, fue diferente entre los atributos y fue
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dependiente de la sefiales del ambiente. Al analizar las modificaciones en las condiciones
térmicas durante la adultez en relacion con la historia térmica experimentada durante el
desarrollo, los resultados mostraron que cuando los individuos provenian de un ambiente de
15°C (RH y AL) y se re-aclimataron al tratamiento térmico opuesto (manteniendo las
condiciones de disponibilidad de agua), presentaron flexibilidad fisiolégica de atributos
metabolicos. Es decir, estos animales disminuyeron significativamente las tasas de gasto
energético y de pérdida de agua. Sin embargo los caracteres relacionados con las
capacidades osmorregulatorias (GMR, Umax) se mantuvieron invariantes. En otras
palabras, estos individuos presentan flexibilidad fisiolégica en rasgos energéticos (TMB,
PTAE) vy plasticidad del desarrolle en la fisiologia osmorregulatoria (GMR, Umax),
probablemente debido al costo energético asociado con un incremento en las capacidades
renales (Pefia-Villalobos et al., 2012), revelando un compromiso entre la necesidad de
disminuir las tasas de gasto y de producir orina mas conecentrada en ambientes de mayor
temperatura. En el sentido opuesto, cuando los roedores crecieron en un régimen de altas
temperaturas (RII-AL) y en la adultez fueron re-aclimatados al tratamiento contrario
(manteniendo las condiciones hidricas), presentaron normas de reaccion inflexibles en sus
de atributos energéticos (plasticidad del desarrollo). Tanto la TMB la PTAE no variaron
significativamente, pero las capacidades osmorregulatorios mosiraron un norma de
reaccion flexible, es decir, los individuos pudieron disminuir el GMR y Umax como
respuesta a la disminucién en la temperatura ambiental. En el caso particular de quienes
desarrollaron a 30°C-RH y fueron re-aclimatados a 15°C-RH, junto con la disminucién en

el GMR, se observa un incremento en la masa renal, probablemente debido a un incremento
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en la ingesta de alimentos, Curiosamente, este incremento en el tamafio renal no se reflejé
en la TMB.

Cuando los individuos adultos experimentan cambios en el ambiente térmico y en la
disponibilidad de agua (en relacidn a la condicién del desarrollo), la capacidad de cambio
fenotipico los resultados fueron confrastantes. Por ejemplo, en relacién a los atributos
osmorregulatorios, los resultados revelaron que independientemente del ambiente hidrico
experimentado durante el desarrollo, roedores que se desarrollan a baja temperatura
presentaron plasticidad del desarrollo (i.e., irreversibilidad en la norma de reaccién), en
contraste con aquellos que se desarrollan a 30°C, los que presentan flexibilidad fenotipica
(i.e., una norma de reaccion flexible). Sin embargo, el anélisis de los rasgos metabélicos,
muestra diferencias interesantes. Cuando Phyllotis darwini crece en un ambiente de agua
ad Iibitum (independiente de la temperatura) y es re-aclimatado a un ambiente con
restriccion hidrica, la capacidad de cambio metabdlico (PTAE y TMB) sigue el mismo
patrén descrito anteriormente, es decir, individuos que crecen a 30°C-AL re-aclimatados a
15°C-RH presentan normas de reaccién inflexibles. Por otra parte, si los individuos crecen
a 15°C-AL y son re-aclimatados a 30°C-RH presentan flexibilidad fisiolégica enla TMB y
la PTAE. Sin embargo, cuando los individuos experimentan durante el desarrollo una baja
disponibilidad de agua, y esta condicién cambia durante el curso de su vida, las respuestas
fisiol6gicas contrastan con lo previamente descrito. Por ejemplo, en individuos
desarrollados a 15°C-RH y re-aclimatados a 30°C-AL, muestran una norma de reaccion
inflexibles en TMB y PTAE (opuesto a lo que ocurre cuando crecen en condicién de agua
ad libitum). Es decir, estos individuos son incapaces de disminuir las tasas de gasto
energético cuando enfrentan un :ambiente -de mayor temperatura, lo que podria asociarse,
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por ejemplo, a la existencia de vias metabélicas utilizadas durante el desarrollo, que
pudieran mantenerse invariantes a pesar de cambiar las condiciones de agua en la adultez,
En este contexto, se ha documentado que roedores que sectores caracterizados por una baja
disponibilidad de agua, o sometidos a regfmenes de restriccién hidrica en laboratorio,
alterarfan las estrategias metabodlicas como un mecanismo que les permite incrementar la
producei6n de agua en esas condiciones (Takey, et al,, 2012). Es posible que cuando los
individuos se enfrentan al doble desafio que significa un ambiente con baja temperatura y
baja disponibilidad de agua, utilicen una combinacion de estrategias bioquimicas celulares
que les permitan sobrevivir en esas condiciones, favoreciendo el incremento en la
produccién de agua metabdlica y en la produccién de calor. Asimismo, es posiblemente,
que los individuos compensen las altas tasas metabdlicas por medio de incrementar la
pérdida de calor, disminuyendo la aislacién a través de modificaciones en las propiedades
de Ia piel (Elias & Friend, 1975; Menon et al., 1987; Haugen et al. 2003)

Por otra parte, cuando los individuos se desarrollan a 30°C-RH y se re-aclimatan a
15°C-AL, la norma de reaccién de TMB y PTAE es flexible. Efectivamente, en la quinta
semana de aclimataci6n se produce un incremento significativo de TMB y PTAE y junto un
incremento en la masa de érganos (e.g., higado y el pulmén), los que permancen
invariantes en los demds tratamientos experimentales. Es probable que los individuos que
se desarrollaron en condiciones de 30°C-RH, potencialmente presenten una mayor bateria
enzimética que quienes se desarrollan a 30°C-AL, esto debido a la necesidad, de producir
mayor cantidad de agua ﬁetabélica por oxigeno consumido durante el desarrollo, lo que
podria eventualmente permitirles incrementar 1as tasas de gasto energético cuando
experimenten bajas temperaturas.
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En conclusion, los resultados revelan que existe una dependencia ontogenética de la
flexibilidad fenotipica en Phyllotis darwini. En olras palabras, la historia térmica e hidrica
experimentada durante etapas tempranas del desarrollo determinaria las trayectorias
fenotipicas y la capacidad de cambiar los atributos fenotipicos en respuesta a sefiales del
ambiente. Adicionalmente, la flexibilidad fenotipica, dependera de la direccion de la sefial
dmbiental (e.g. incremento o disminucién en la media térmica). Por tiltimo, las respuestas
fisiolégicas pueden variar dependiendo de la combinacién de sefiales ambientales que
experimentan durante su desarrollo, probablemente, en relacién a los costos y desafios que

impliquen los nuevos escenarios ambientales.
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Conclusiones

Los resultados analizados en esta tesis permiten concluir la existencia de un patrén de
variacién geogréfica de los atributos fisiolégicos en Phyllotois darwini. Efectivamente, las
capacidades energéticas incrementaron con la latitud y con el indice de aridez, un proxi de
la productividad primaria. Por su parte los atributos fisiologicos relacionados con la
capacidad de conservar agua se favorecieron en latitudes bajas, donde disminuye la
disponibilidad de agua y aumentan las temperaturas promedio. En relacién a los
mecanismos de variacién fisiolégica, la capacidad de Phyllotis darwini de reaccionar con
cambios fenotipicos frente a seflales del ambiente fue dependiente de la ventana temporal
en que la sefial ambiental .actud, -de la direcccion -de la sefial, de los compromisos enire
rasgos y del grado de heterogeneidad temporal del ambiente. En individuos adultos, Ia
magnitud y velocidad de la flexibilidad fisiolégica fue dependiente de la historia térmica
y/o hidrica durante el desarrollo. Estos resultados enfatizan la necesidad de incorporar
diferentes ventanas temporales en el estudio y comprensién de los mecanismos de variacién
fenotipica, con el objetivo de no subestimar la capacidad de los individuos de cambiar en
asociacion con las caracteristicas abidticas del ambiente.

El relacién al patrén de variacién geogréfica de atributos fisiolégicos, los resultados
sugieren que las posibles presiones selectivas que direccionarian la diferenciacién
fisiolégica interpoblacional de Phyllotis darwini, son la aridez de drea (estimado a través
de Qindex) y la temperaura minima anual; esta Gltima positivamente asociada a la
conductancia térmica, que present6 un fulerte aumento en la localidad 4rida de Copiapd. Sin

embargo, para mejorar el entendimiento -de las causas ambientales de las variaciones
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fisiolégicas se hace necesario obtener una mayor informacion, por ejemplo, del tipo v
disponibilidad de refugios utilizados por estos roedores, asi como la incorporacién de
modelos fisicos que permitan conocer la tasas de calentamiento/enfriamiento de los
animales en sectores &ridos. Esto podria ayudarnos en la comprensién, por ejemplo, de las
diferencias poblacionales en la conductancia térmica entre localidades aparentemente
similares en las condiciones abidticas (i.e., Copiap6 y Vicuiia).

La asociacién entre flexibilidad fisioldgica y variabilidad climética a lo largo del
gradiente latitudinal en Chile, fue dependiente del atributo fisiolégico evaluado, de la
direccién de la sefial ambiental y del grado de heterogeneidad del ambiente. Al analizar los
rasgos de la fisiologia osmorrgulatoria, la variabilidad climatica no influyé la capacidad de
concentrar orina: tanto los individuos de ambientes con baja wariabilidad climética como
aquellos que provienen de wun ambiente altamente estacional incrementaron
significativamente la osmolalidad de la orina bajo condiciones de restriccién hidrica. Por lo
tanto, no se enconir6 una asociacién entre la variabilidad climética de las poblaciones de
origen Yy la flexibilidad de atributos osmorregulatorios en Phyllotis darwini. Sin embargo,
cuando se analizaron los rasgos relacionados con la fisiologia energética, la respuesta fue
opuesta: s6lo los individuos provenientes de la localidad de Quirihue, mostraron
flexibilidad en la masa corporal y a través de ella en la TMB (como respuesta a la
disminuci6n de la temperatura) y en la PTAE (como respuesta a la restriccién hidrica). Lo
interesante es que esta habilidad de cambio de la masa corporal fue dependiente de la
direccién de la sefial ambiental, es decir, los individuos de esta localidad incrementaron la
Mc cuando se enfrentaron a un ambiente de menor temperatura. Esto sugiere, que la

flexibilidad de la masa corporal podtia estar asociada al ambiente térmico experimentado
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durante su desarrollo en la localidad de origen (que presenta menores temperaturas que el
resto de las localidades en estudio). Por otra parte los datos sugieren la existencia de un
umbral de variabilidad ambiental sobre el cual los individuos sean capaces de responder
con cambios fenotipicos, umbral que sélo seria alcanzado por los individuos de Ia localidad
de Quirihue. Esto podria explicar la ausencia de flexibilidad fenotfpica observada en
individiios adultos de la localidad (con una mayor estacionalidad) de Santiago.

Nuestros resultados revelaron, que las caracteristicas ambientales experimentadas
durante el desarrollo (e.g. térmicas e hidricas), no solo pueden inducir cambios en los
rasgos fenotipicos en Phyllotis darwini, sino que también pueden afectar la flexibilidad
fenotipica en la adultez. Por ejemplo, cuando se analiz6 la norma de reaccién de la TMB en
respuesta a variaciones en la temperatura del ambiente, los individuos colectados en la
etapa adulta de la localidad de Santiago mostraron normas de reaccién inflexibles luego de
4 semanas de aclimatacidn a (ver capitulo 2). En contraste, individuos provenientes de la
misma localidad, pero que crecieron en el laboratorio bajo una condiciones de temperatura
controlada (e.g. 15°C), al experimentar las misma condiciones térmicas en la adultez
presentaron flexibilidad de los atributos metabdlicos, dejando en manifiesto el efecto de la
experiencia térmica durante las primeras etapas del desarrollo sobre la habilidad de cambio
metabdlico en individuos adultos. Ademds, los resultados mostraron que la magnitud y
direccion de la plasticidad fenotipica fueron dependientes de la ventana temporal en que la
sefial ambiental actud, de la direccién del cambio ambiental y del atributo evaluado. Es
decir, en respuesta a una sefial ambiental, un individuo puede presentar atributos altamente
flexibles durante la vida adulta, y normas de reaccidn inflexibles para otro rasgo, poniendo
en evidencia la existencia de posibles compromisos energéticos (ver discusion capitulo 3).
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Adicionalmente, las respuestas fisiolégicas a los cambios ambientales se presentaron en
diferentes niveles jerarquicos de organizacion, desde el bioquimico al sistémico.

En resumen, Phyllotis darwini presenté variaciones fisiologicas a un nivel
interpoblacional en asociacion con las caracteristicas climéaticas de cada localidad. Ademds,
la asociacién entre flexibilidad fisiolégica y variabilidad climéitica, es dependiente de un
umbral de variabilidad climatica cuando se analizan atributos de fisiologia energética. Sin
embargo, la flexibilidad de rasgos osmorregulatorios fue independiente de la localidad de
origen y/o de la variabilidad ambiental. Finalmente, la capacidad de cambio fisiol6gico en
estapas adultas presentd una dependencia ontogenéfica. La historia térmica e hidrica
experimentada durante etapas tempranas del desarrollo, determiné las trayectorias
fenotipicas y flexibilidad fisiologica en respuesta a sefiales del ambiente. Asi, la flexibilidad
fenotipica, no solo dependié de la sefial ambiental (e.g. temperatura) sino también, de la
direccitn de la sefial (e.g. incremento o disminucién en la media térmica, ver capitulo 2 y
3). Por 1ltimo, los resultados sugieren que las respuestas fisiologicas en general pueden
variar de acuerdo a la combinacién de sefiales ambientales que experimentan los
organismos durante el desarrollo y en la adultez, probablemente en relacién a los costos y

desafios que implican los nuevos escenarios ambientales.
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