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1. RESUMEN

Las aves utilizan el pico y la lengua para alimentarse y manipular objetos. Los
diferentes comportamientos entre los taxones de aves se reflejan en la
diversidad morfolégica de estos érganos. Los receptores mecanosensoriales de
la lengua aviar han sido estudiados en unas pocas especies. En aves
granivoras (estrilidas y fringilidos) y en psitacidas, se ha demostrado que
existen papilas dérmicas linguales que contienen corpusculos de Herbst
(equivalentes a los receptores de Pacini) y corpusculos de Grandry
(equivalentes a los corpusculos de Meissner). Estos estarian asociados a
conductas que abarcan desde descascarar una semilla hasta la construccion de

un nido.

Nos propusimos explorar morfologia y distribucion de dos tipos de
mecanorreceptores linguales aviares estudiandolos en aves con diferentes
conductas de manipulacion. Examinamos la lengua de un paserino
(Taeniopygia guttata), dos psitacidos (Melopsittacus undulatus y Myiopsitta
Monachus) y el un galliforme (Gallus gallus). Para revelar la localizacion de los
corpusculos mecanosensoriales en la lengua, realizamos inyecciones
intraperitoneales del trazador neuronal fluorescente AM1-43. Encontramos
diferencias significativas en la organizacion, el tamafio y la estructura de los

corpusculos. También se encontré diferencias en el numero y la distribucién de



los mecanorreceptores entre especies, incluso entre las dos psitacidas. La
lengua de Gallus gallus, una especie granivora que no desgrana semillas no

presenta estructuras de papilas dérmicas observables en su lengua.

Nuestros resultados sugieren que el numero y la distribucion de los

mecanorreceptores estan asociados al grado de manipulacion que realizan.



2. ABSTRACT

Birds employ their beaks and tongues for various behaviors, including feeding
and manipulating objects. The morphological diversity of these organs reflects
the wide range of behaviors observed across different bird species.
Mechanosensory receptors of the avian tongue have only been studied in a few
species. Granivorous estrildid and fringillid finches and psittacine birds such as
parrots and parakeets possess lingual dermal papillae containing an
arrangement of Herbst corpuscles (equivalent to mammalian Pacini receptors)
and Grandry corpuscles (equivalent to Meissner corpuscles). These likely
mediate seed shelling, which these birds perform in the oral cavity. Description
of lingual receptors in further avian taxa is needed to understand whether and
how the organization of the tongue touch receptors varies across birds with

different feeding behaviors.

We aimed to explore the diversity of avian tongue mechanoreceptors by
studying their morphology and distribution in birds with different feeding habits.
We examined the tongue of a passerine (Taeniopygia guttata), two psittacids
(Melopsittacus undulatus and Myiopsitta Monachus), and galliform (Gallus
gallus). To reveal the location of mechanosensory corpuscles in the tongue, we
performed intraperitoneal injections of the activity-dependent fluorescent nerve

terminal probe AM1-43.



We found striking differences in the organization, number, and distribution of
encapsulated mechanoreceptor terminals across species, even between the two
psittacids. The tongue of Gallus gallus, a granivorous species that does not shell

seeds, did not exhibit mechanosensory papillae.

Our results suggest that the number and distribution of mechanoreceptors is

associated with the type of behaviors.



3. INTRODUCCION

La sensorialidad tactil estéa presente en todos los vertebrados y en el caso de
las terminaciones encapsuladas que dan origen al tacto fino, se basa en la
deteccion de estimulos mecanicos en la piel mediante terminales encapsulados
de mecanorreceptores de bajo umbral, cuyos somas se ubican en ganglios
sensoriales (Ziolkowski et al., 2022). La lengua de las aves, que es el érgano
gue analizamos en esta tesis, recibe inervacion somatosensorial de receptores
cuyos somas residen en el glosofaringeo superior y vago superior (Dubbeldam

et al., 1979; Wild, 1981, 1990).

3.1 Mecanorreceptores

La mayor parte de lo que sabemos sobre el sistema somatosensorial proviene
del trabajo en mamiferos. La transduccion sensorial ocurre en la mayoria de los
casos en la terminacion periférica de las células pseudounipolares de los
ganglios sensoriales. En algunos mecanorreceptores, como los corpusculos de
Merkel, la transduccidén estd asociada a la participacion de células receptoras
(Ikeda etal., 2014). Estas pueden ser activadas por diversos estimulos
mecanicos, como son presion, estiramiento, ondas sonoras y movimiento

(Schneider et al., 2016).



Se han descrito 4 categorias principales de mecanorreceptores tactiles en la
piel glabra: corpusculos de Merkel, Meissner, Ruffini y Pacini (lheanacho &

Vellipuram, 2023).

Los corpusculos de Merkel estan ubicados bajo la epidermis de los mamiferos,
asociadas a la piel glabra y también al epitelio nasal (Piccinin et al., 2023).
Estos consisten en una terminacion nerviosa en forma de disco, asociada a una
célula especializada. Sus respuestas son de adaptacion lenta (responden
sostenidamente a la presencia del estimulo) y participan en la discriminacion
estatica de formas, bordes y texturas rugosas (Nieuwenhuys & Van Huijzen,

2007).

Los corpusculos de Meissner también se ubican bajo la epidermis, y son mas
sensibles a las vibraciones de baja frecuencia, entre 10 y 50 Hz, pudiendo
responder a hendiduras cutaneas de menos de 10 micrometros. Ademas, estos
corpusculos pueden detectar el deslizamiento entre un objeto y la piel, lo que
permite controlar el agarre (Piccinin etal.,, 2023). Son de forma alargada,
envueltos por una capsula de tejido conectivo que comprende varias laminillas
de células de Schwann. El centro de la capsula contiene una o mas fibras
nerviosas aferentes que generan potenciales de accion de adaptacion rapida
después de una depresion cutanea minima (Nieuwenhuys & Van Huijzen,

2007).



Los corpusculos de Ruffini son de adaptacion lenta, que detectan vibraciones y
texturas finas (Iheanacho & Vellipuram, 2023) . Presentan una forma alargada,
y se sitian en las profundidades de la piel, asi como en ligamentos y tendones.

Los corpusculos de Pacini se localizan en la profundidad de la dermis. Tienen
forma de cebolla en la que el nucleo interno de las laminillas se encuentra
separada de las externas por cavidades con liquido. Estas estructuras tienen un
axén aferente de rapida adaptacion en el centro y estan involucradas en la
discriminacion de texturas superficiales finas u otros estimulos en movimiento
gue producen vibraciones de alta frecuencia en la piel (Nieuwenhuys & Van

Huijzen, 2007).

3.2 Mecanorreceptores en aves

En aves, se ha demostrado que existen estructuras analogas a los corpusculos
de Meissner y de Pacini. Estos corpusculos son conocidos respectivamente
como corpusculos de Grandry y de Herbst. Los corpusculos de Grandry son
abundantes en el pico de algunas aves como, por ejemplo, en aves acuaticas
como los patos, que utilizan el tacto del pico para obtener el alimento
(Gottschaldt, 1985). Estos organos terminales, de adaptacion rapida, se ubican
en la parte superficial de la dermis bajo la epidermis. Constan de una pila
ordenada de células (llamadas células de Grandry) donde se intercalan

terminales en forma de disco, formando un complejo cubierto por células de



Schwann. Estudios de microscopia electronica han revelado que las células de
Grandry, ademas, comparten una serie de caracteristicas citolégicas con las

células de Merkel en mamiferos (Gottschaldt, 1985).

Los corpusculos de Herbst, por otra parte, responden a estimulos vibratorios y
se ubican en la profundidad de la dermis (Shen & Xu, 1994). Se componen de
un terminal nervioso rodeado por un sistema laminar de células de Schwann,
delimitado por una capsula externa de colageno. Existen versiones
simplificadas de este corpusculo en la piel de las Palomas, que podrian
considerarse también como pequefios corpusculos de Pacini. Es importante
sefalar, que segun la ubicacién que tengan y la edad del animal, el niamero,
grosor y distancia entre las laminillas puede variar. En un ganso adulto, por
ejemplo, pueden llegar a tener hasta 80 laminillas, aunque en pichones el
nucleo interno es de mayor diametro, mientras que las laminillas son mas
gruesas y se encuentran mas distanciadas (Gottschaldt, 1985). Otro caso, es el
del paladar del pollo, donde la estructura del nicleo interno es similar a la de los
pichones de ganso, con laminillas individuales gruesas y separadas por
espacios mas amplios, pero la forma del corpusculo cambia, siendo los de pollo
considerablemente mas pequefios que en los gansos y con una forma mas

alargada (Bubien-Waluszewska, 1979).



A
ia

.

Figura 1. Terminales de Meissner, Grandry, Pacini y Herbst. Microfotografia de un corte de
piel humana con tincidon de hematoxilina eosina, mostrando corpusculo de Meissner (modificado
de (Verendeev et al., 2015). B corresponde a fotografia de un corplsculo de Grandry de un
diamante mandarin con tincién azul de toluidina (modificado de Wild, 1990). C corresponde a
fotografia de un corpusculo de Pacini de piel humana con tincién hematoxilina-eosina (barra
escala 200 um) (modificado de Quindlen et al., 2016). D corresponde a fotografia de corpusculo
de Herbst del pico de un pato con tincion hematoxilina-eosina (modificado de Soliman &
Madkour, 2017). Barra escala de 50 um.



3.3 Inervacion de lalengua
En mamiferos la lengua recibe inervacion somatosensorial principalmente del
nervio trigémino, inervacion gustativa de los nervios facial y glosofaringeo, e

inervacion motora del nervio hipogloso (Striedter & Northcutt, 2019).

En aves la situacion es un poco diferente. Por una parte, la lengua de las aves
casi no tiene receptores gustativos, y cuando éstos estan presentes, se ubican
principalmente en su raiz (Rowland etal.,, 2015). Estos receptores son
inervados por el nervio glosofaringeo, mientras que los receptores gustativos
del pico y de la cavidad oral (bastante mas numerosos que los de la lengua),
son inervados por los nervios facial y glosofaringeo, los cuales proyectan al

ndcleo del tracto solitario (Bubien-Waluszewska, 1979).

Otra diferencia importante es que, si bien el pico y gran parte de la cavidad oral
son inervadas por el nervio trigémino, la lengua no recibe inervacion trigeminal
(Bubien-Waluszewska, 1979). Los somas de los mecanorreceptores linguales
se encuentran en el denominado ganglio yugular, que corresponde a la fusion
de los ganglios superiores de los nervios glosofaringeo y vago (Bubien-
Waluszewska 1979). En algunas aves, como patos, los procesos periféricos de
estas neuronas llegan a la lengua a través de la rama lingual del nervio
glosofaringeo, la cual recorre unilateralmente la lengua por su superficie dorsal
desde la base hasta la punta (Dubbeldam et al., 1979). Tanto en psitacidos

(loros) como paserinos (aves cantoras), algunos o todos los axones de los
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mecanorreceptores del ganglio yugular se separan del nervio glosofaringeo a la
salida de los ganglios y se unen al nervio hipogloso. Este ultimo alcanza la
lengua por su superficie ventral, y lleva entonces una mezcla de axones
motores y somatosensoriales (Fig. 2) (Bottjer & To, 2012; Faunes & Wild, 2017;
Wild, 1981, 1990). Los receptores somatosensoriales proyectan centralmente a

los nacleos del complejo trigeminal (Bottjer & To, 2012).

C

jugular

anglion (&

i nXlks
tongue X-XII

anastomosis
nXII|

Xl
Xllgs XII trunk

sensory X B motor X

Figura 2. Curso periférico del nervio hipogloso (XIl) y el vago (X) y sus terminaciones
centrales en el tronco encefélico ipsilateral en Taeniopygia guttata. A) Anatomia del
cerebro de Taeniopygia guttata, vista sagital. Linea negra indica ubicacién aproximada del PrV.
(Adaptado de Zebra Finch Expression Brain Atlas, 2021). B) Plano coronal del cerebro que
indica ubicacion del PrV en rojo (Adaptado de Brauth etal.). C) Curso periférico del nervio
hipogloso (XIl) y vago (X). nXIlll, ndcleo hipogloso lingual; nXlits, nudcleo hipogloso
traqueosiringingeo; XIIl, nervio lingual, nXlits, nervio traqueosiringingeo; nX, ndcleo motor
dorsal del vago; X, nervio vagal (Adaptado de Bottjer & To, 2012).
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3.4 Proyecciones centrales de la lengua

Los nucleos del complejo trigeminal corresponden a los blancos centrales de
todos los receptores somatosensoriales de la region de la cabeza, incluyendo
los del ganglio trigeminal (nervio V), geniculado (nervio VII), ganglio superior del

glosofaringeo (nervio IX) y ganglio superior del nervio vago (X).

En las aves se ha descrito una organizacion del sistema trigeminal altamente
conservada respecto a los mamiferos. El nervio trigémino emerge a nivel del
puente rostral, lugar donde se encuentra el nucleo trigémino principal (PrV).
Parte de las fibras trigeminales terminan en este nucleo, y parte forma el tracto
trigeminal descendiente, que cursa caudalmente por el borde lateral del tronco
encefalico hasta llegar a la asta dorsal de la médula espinal cervical. Junto al
tracto trigeminal descendiente encontramos una columna de nucleos
somatosensoriales conocidos colectivamente como los nudcleos del tracto
trigeminal descendiente (nTTD). En paseriformes, se ha descrito que los
aferentes linguales llegan hasta la region medial del asta dorsal rostral, en la
region dorsolateral de los nTTD, asi como en un subnucleo especifico de la
porcion mas rostral de éstos, y profusamente en la region dorsolateral del PrVv
llegando a ocupar gran parte de este nucleo (Bottjer & Arnold, 1982; Faunes &
wild, 2017; Wild, 1990). Estudios previos, como los de Wild (1981) muestran
gue en la cacatua Galah (Eolophus roseicapilla), existe un patron similar del Prv
que podria reflejar una cercana relacion filogenética entre paseriformes y

psitacidos.

12



En otras especies de aves como el anade real, los aferentes linguales que
vigjan a través del nervio glosofaringeo terminan en la parte medial de la asta
dorsal rostral, la parte dorsomedial del nTTD, y en subnucleos trigeminales

especificos en las regiones dorsomediales del TTD rostral y el PrV.

3.5 Especializaciones tactiles mecanosensibles en la lengua

Se ha mostrado que la distribuciéon y cantidad de corpusculos de Meissner y
Pacini en distintos organos varia en funcion del uso en diferentes especies
(Vega et al., 2009). En vertebrados existen muchos casos de especializaciones
tactiles mecanosensibles en el rostro, generalmente asociados al tipo de
alimentacion. Por ejemplo, la topo nariz de estrella, un mamifero practicamente
ciego que se alimenta de pequefios invertebrados que encuentra en el suelo,
posee una serie de apéndices periorales (su “nariz de estrella”) que contienen
estructuras tactiles denominadas 6rganos de Eimer, donde hay corpusculos de
Pacini y Merkel. En varios grupos de aves que buscan comida con el pico en el
agua, barro, o arena, tales como Anseriformes (patos) y Charadriiformes
(playeros), la punta del pico contiene un 6rgano tactil formado por varias papilas
en las cuales se ubican cuantiosos receptores de Grandry y de Herbst. Las
especializaciones periféricas estan acompafiadas de aumentos en la
representacion de estructuras tactiles en el sistema nervioso central. El nucleo
trigeminal principal es mayor en patos y playeros que en otros grupos de aves,
a excepcion de los loros (Gutiérrez-lbafiez et al., 2009). En el caso de estos

altimos, que, a diferencia de los otros dos grupos, detectan los alimentos

13



visualmente, este aumento en el tamafio del ndcleo trigeminal se podria deber a
la habil manipulacién de alimentos con el pico, paladar y sobre todo la lengua

(Demery et al., 2011).

Asi como los loros, algunos passeriformes manipulan alimentos dentro del pico.
Aves de las familias Estrildidae y Fringillidae pelan semillas, descartan la
cascara y tragan la parte interior de éstas. Esta conducta involucra rapidos
movimientos de la lengua y el pico, entre los cuales la semilla es sostenida
durante el proceso (Mielke y Van Wassenbergh, 2022). Sus lenguas contienen
papilas tactiles con corpusculos de Herbst, inervadas por el nervio hipogloso
(Wild, 1990). También al igual que los psitacidos (Wild, 1981) , estrilidos y
fringilidos poseen una importante representaciéon de la lengua en los nucleos
trigeminales, llegando a ocupar la mitad del nucleo trigeminal principal y buena
parte de los nTTd (Faunes & Wild, 2017; Wild, 1990). Sin embargo, esta
proyecciéon somatosensorial y su representacién central es desconocida y ha

sido parcialmente descrita en loros (Wild, 1981).

3.6 Habitos alimentarios y de manipulacion de las especies estudiadas

Debido a la cercania filogenética existente entre paserinos y psitacidos
(Mackiewicz et al., 2019) es que se escogieron loros (2 especies), paseriformes
(1 especie), y como grupo externo, lejano en la filogenia a los mencionados, un

galliforme.

14



A continuacion, se describen los habitos alimentarios y de manipulacion de las

aves en estudio:

Diamante mandarin  (figura 3A) (Taeniopygia guttata, orden
Passeriformes, familia Estrildidae). Su dieta se basa principalmente en
alimentos altos en carbohidratos como semillas, las cuales pela
utilizando su cavidad oral y ademas con la ingesta de algunos insectos
ocasionalmente (Brzek etal., 2010). Ademas esta ave presenta
conductas de manipulacién con su lengua y pico en la construccion de
nidos (Muth & Healy, 2014), en el acicalamiento de sus plumas (Slater &
Ollason, 1972).

Catas o periquitos australianos (Figura 3B) (Melopsittacus undulatus,
orden Psittaciformes familia Psittaculidae). Con una alimentacion
principalmente granivora, donde manipulan el grano y lo pelan, utilizando
su cavidad oral (Wyndham, 1980)

Esta ave, si bien no construye nidos, exhibe conductas de manipulacion
de objetos y uso de su pico para escalar (Wyndham, 1980).

Cotorra argentina (figura 3C) (Myiopsitta monachus, orden psittaciformes,
familia Psittacidae) tienen una dieta generalista, que incluye una
amplia gama de semillas silvestres y cultivadas, frutas y materia vegetal,
incluyendo semillas de hierba y grano, las cuales seleccionan

cuidadosamente, peldndolas. También se alimentan de tallos de cactus,
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tubérculos y frutos de arboles, y a veces insectos y sus larvas (Juniper
et al.,, 1998). Ademas, estas cotorras son propensas a Vivir en zonas
urbanas y suburbanas, donde utilizan mucho los comederos de traspatio,
comiendo semillas de girasol, pan y cualquier otro alimento
proporcionado por los humanos (Mazzoni et al., 2022).

Ademas, éste es uno de los pocos loros que construyen nidos, la
mayoria de los psitacidos anidan en huecos de arboles e incluso algunos
a ras de piso (Juniper et al., 1998).

La cotorra argentina construye su nido con ramas, formando estructuras
de aspecto globular con una camara interior. Un nido nuevo puede ser
construido adosado a uno ya preexistente, formando de esta forma un
nido compuesto que consta de varias camaras independientes (Bucher
et al., 1990), construcciones que reflejan la naturaleza altamente social
de estos animales.

Pollo (Figura 3D) (Gallus gallus, orden Galliformes, familia Phasianidae)
(figura 3D) Alimentacion omnivora, generalista. El pollo no exhibe
conductas que involucren manipulacion compleja de alimentos u otros

objetos, como las descritas para paseriformes y loros.
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Figura 3. Diagrama de especies en estudio. A) diamante mandarin (Taeniopygia guttata), B)
periquito australiano (Melopsittacus undulatus), C) cotorra argentina (Myiopsitta monachus), D)
pollo (Gallus gallus).
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4. HIPOTESIS

Es claro que la lengua tiene terminales encapsulados de mecanorreceptores

(Gottschaldt, 1985; Krulis, 1978; Toyoshima, 1989; Wild, 1981).

Nuestra hipoétesis es que: “existen diferencias en la distribucion y abundancia
de los terminales encapsulados de mecanorreceptores en la lengua, asi como
en su representacion central en el complejo trigeminal sensorial, en aves con
diferentes usos de las lenguas, derivados de sus modos de vida. Aves con
mayor uso de la lengua para la manipulacion de objetos, tales como catas y
diamantes, poseen mayor numero y/o densidad de mecanorreceptores en la
lengua, con una mayor representacion de este 6rgano en los nucleos

trigeminales, que aves que hagan relativamente poco uso de ésta”.

4.1 Objetivo general

Describir la inervacion tactii mecanosensible de la lengua en diferentes
especies de aves, utilizando ejemplares de Taeniopygia guttata (diamante
mandarin), Melopsittacus undulatus (periquito australiano), Myiopsitta

monachus (cotorra argentina) y Gallus gallus (pollo).
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4.2 Objetivos especificos

Identificar y describir terminales mecanosensitivos encapsulados en la
lengua de las diferentes aves en estudio.

Identificar y comparar la morfologia, el namero y distribucion de
terminales mecanosensitivos encapsulados de la lengua.

Estudiar la relacion del volumen relativo del trigémino principal sensorial
con respecto a la representacidon en la lengua de las estructuras

mecanosensitivas encapsuladas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Adquisicion de ejemplares y protocolo de manejo

Se utilizaron en total 19 ejemplares de diamante mandarin (Taeniopygia guttata,
orden Passeriformes, familia Estrildidae), 16 ejemplares de periquitos
australianos  (Melopsittacus  undulatus, orden Psittaciformes familia
Psittaculidae), 3 ejemplares de pollo (Gallus gallus, orden Galliformes, familia
Phasianidae) y 3 ejemplares de cotorras argentinas (Myiopsitta monachus,

orden Psittaciformes, familia Psittacidae).

Los ejemplares de diamante, periquito y pollo, una vez adquiridos a través de
comercio formal, permanecieron en el bioterio de la Facultad de Ciencias, de la

Universidad de Chile.

Las cotorras argentinas fueron adquiridas a través de captura por medio de
redes. Al ser estas declaradas plagas, no se ha requerido permiso de servicio

agricola ganadero para su captura.

Los experimentos fueron previamente aprobados por el Comité de Etica de la

Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, el CICUA (Comité Institucional

de Cuidado y Uso de Animales) bajo el certificado N° 21498 — FCS — UCH.
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5.2 Inyecciones de AM1-43

Para visualizar los 6rganos mecanorreceptores terminales, se realizaron
inyecciones intraperitoneales del trazador AM1-43 en dosis de 3 mg/kg (Meyers
et al., 2003). Este compuesto marca una variedad de células sensitivas y ha
sido recientemente utilizado para la visualizacion de la inervacion periférica
(Nishikawa, 2011). Luego de la inyeccion, se esperod un periodo de 2 horas para
eutanasiar a los ejemplares, siguiendo el protocolo descrito de eutanasia y

perfusién intracardiaca (seccion 5.3).

5.3 Eutanasia y perfusion intracardiaca

Los ejemplares utilizados en esta tesis fueron eutanasiados por medio de
inyeccion de ketamina-xilacina 100/40 mg/Kg peso corporal, respectivamente.
Inicialmente, se llevd a cabo el pesaje de los especimenes, seguido por la
administracion progresiva de la anestesia con la concentracién especificada,
aumentando gradualmente hasta alcanzar niveles de sobredosis. Finalmente,
se procedi6 a realizar perfusibn intracardiaca con suero salino vy

paraformaldehido (PFA) 4% en PBS (buffer fosfato 0,1 M pH 7.4).

5.4 Extraccion de lenguas

Una vez realizada la perfusion intracardiaca y posterior a fijar el tejido por 72
horas en solucion de PFA 4% en PBS (buffer fosfato 0,1 M pH 7.4), se extrajo la
lengua del ave, ingresando por la mandibula con un bisturi, cortando ambas

comisuras del pico para exponer la mandibula y la lengua. Se extrajo el érgano,
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cortando con una tijera la parte posterior de éste. Una vez extraidas las
lenguas, éstas fueron medidas utilizando un pie de metro y fotografiadas con
lupa Zeiss modelo Stemi-508 para posteriormente seguir los procedimientos

descritos en los métodos 5.6 y 5.7.

5.5 Extraccion de encéfalos

Posterior al proceso de perfusion, se realizé una pequefia craneotomia para
permitir la post-fijacién del encéfalo, y la cabeza se mantuvo en PFA por un
periodo de al menos 72 hrs. Luego se extrajo el encéfalo cuidadosamente, y se

preparé para cortar.

5.6 Elaboracion de cortes histoldgicos en gelatina

Una vez fijados en PFA 4% en PBS 0,1 M, pH 7.4, se extrajeron los érganos de
interés. Estos fueron equilibrados en sacarosa 30% por un periodo de al menos
24 hrs, para posteriormente ser embebidos en gelatina (concentracién 12%
gelatina 12% sacarosa). Posterior a la fijacion del bloque en PFA y equilibrado
nuevamente en sacarosa 30%, se cortaron secciones transversales de la
lengua de un grosor de 45 um y secciones coronales de tronco encefalico de 45
pum, las que posteriormente fueron almacenadas en solucion PBS 1% o fueron

montadas inmediatamente en orden para las secciones de estereologia.
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5.7 Elaboracion de cortes histolégicos en parafina y tinciones de
Hematoxilina eosinay Tricromica de Masson

Las lenguas fueron procesadas en el procesador de tejidos STP120-MYR. Las
muestras fueron cortadas entre 3 y 5 um en el microtomo SRM200-SAKURA,
luego fueron desparafinadas e hidratadas gradualmente, hasta llegar al agua
destilada. Se obtuvieron dos réplicas de corte, una para tincién de hematoxilina-

eosina y una para tincion tricrémica de Masson.

Para la tincion de hematoxilina-eosina, se utilizé protocolo descrito por Carson y
Cappellano, 2015. Esta tincion nos permite ver marcados en diferentes colores
distintos niveles de tejidos. En color rosado se puede observar citoplasma y
matriz extracelular y en color morado &cidos nucleicos presentes en los nucleos

celulares (Santos Vidal, 2017)

Para la tincion tricrémica de Masson se utilizé un protocolo modificado a partir
del de Carson y Cappellano, 2015. Primero se preparo el tejido sumergiendo los
cortes montados en portaobjetos previamente silanizados en liquido de Bouin
durante 1 hora a 56-60 °C o 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente
se enfrio y se lavo con agua corriente hasta desaparecer el color amarillo que
gueda inicialmente en el tejido, y luego de ello, se realizé un lavado en agua

destilada.
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Se tifieron los nucleos con hematoxilina férrica de Weigert durante 10 minutos y
se lavo en agua corriente por 10 minutos. Para corroborar los resultados,
observo al microscopio esperando ver los nacleos de las células negros. Luego
se lavo con agua destilada y se tifio con Briebrich Scarlet-Fucsina acida por 2
minutos. A continuacion, se paso por agua destilada y se dejo por 15 minutos
en la solucion de &cido fosfomolibdico- fosfotlingstico. Para terminar, se hizo un
lavado rapido con agua destilada de entre 10 a 20 segundos e inmediatamente
se deja tifiendo en azul de anilina por 5 minutos. A continuacion, se lavd en
agua destilada y se sumergi6é en acido acético glacial 1% por 4 minutos, lo cual

es necesario para que se desprenda todo el colorante sobrante.

Las muestras por consiguiente se deshidrataron, aclararon y fueron cubiertas

con medio de montaje (Entellan ™).

La tincién tricromica de Masson permite visualizar diferentes tejidos. Fibras
colagenas y tejido conectivo en color azul. Citoplasma y queratina de color
rosado. Musculos y epitelios en color marrdn-rojo y nucleos de células en color

negro (Carson y Cappellano, 2015).
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5.8 Tincion de Nissl

Luego de cortar las secciones de interés, éstas fueron montadas en
portaobjetos embebidos en gelatina. Posteriormente, las muestras fueron
secadas en oscuridad por un periodo de entre 12 a 24 hrs antes de realizar la
tincion. Se utilizé un protocolo de tincion de Nissl modificado que consistio en lo

siguiente:

Se preparé una solucion stock (para tincion) que consistio en solucién de
volumen 224 mL que contenia acetato de sodio 0.003 M, &cido acético 0.074 M,

y Cresyl violeta acetato (Merck Certistain) 0.0004 M.

Para llevar a cabo la tincion, se sumergieron los cortes previamente montados
en portaobjetos gelatinizados en cloroformo durante 20 minutos. A continuacion,
se procedid a la hidratacion de los cortes utilizando soluciones de etanol con
concentraciones descendentes del 100%, 95%, 70%, 50%, hasta llegar a agua

destilada, con incrementos de 3 minutos en cada etapa.

Posteriormente, los cortes montados fueron sumergidos en la tincion de Nissl a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Se realiz0 la observacion
microscopica de los cortes para verificar el grado de absorcion de la tincion,
considerando que el tiempo mencionado previamente podria variar segun las
condiciones del tejido, como el grosor y el tamafo, entre otros factores. En caso

de que la coloracidén estuviese demasiado saturada, se decoloré en etanol al
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70% con unas gotas de acido acético glacial.

Ya tefidos, los cortes montados se deshidrataron en alcoholes en
concentracion creciente (50%, 75%, 95%, 100% respectivamente). Una vez
completado este proceso, los cortes fueron sumergidos en Xilol por 30 minutos.

Finalmente, los cortes fueron cubiertos con medio de montaje (Entellan ™).

5.9 Volumen trigeminal relativo

Se estimo el volumen del nucleo PrV a partir de secciones de encéfalo tefiidas
con tincion de Nissl. Utilizando un microscopio de campo claro equipado con
una platina motorizada, se trazaron contornos del nucleo PrV en el software
Stereoinvestigator®, sobre una serie de secciones con una distancia conocida
entre cortes, para luego estimar el volumen de acuerdo con el método de
Cavalieri (West et al.,, 1991). Para hacer comparaciones entre especies, los
volumenes estimados se estandarizaron por el peso del encéfalo fijado en PFA

(justo después de su extraccion desde el craneo).

5.10 Conteo de numero de papilas y modelos tridimensionales

Se realizaron microfotografias de cortes histolégicos con marcaje fluorescente
(de AM1-43 y DAPI) utilizando microscopio automatizado Lionheart FX (Bio-
teK). Los mecanorreceptores en la lengua fueron cuantificados mediante el
meétodo del fraccionador Optico (West etal.,, 1991). Utilizando la sonda de

fraccionador Optico del software Stereoinvestigator ® se cuantificé una fraccion
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conocida del tejido de interés, para posteriormente realizar una estimacion
aproximada de las papilas presentes para cada especie, conociendo el grosor
del corte y la distancia entre cada uno de ellos.

A través del software, también se obtuvieron modelos tridimensionales, que
permitieron observar la distribucion de estas papilas a lo largo de la region de
interés de la lengua de cada ejemplar.

5.11 Conteo de mecanorreceptores promedio por papila

Utilizando la sonda de fraccionador Optico del software Stereoinvestigator ® y el
método de Cavalieri (West et al., 1991) se procedid a realizar una cuantificacion
estimativa para una seccion de lengua procesada a través de lo descrito en la
seccion 5.7. Posteriormente los datos fueron procesados utilizando el software

de Microsoft Excel.

27



6. RESULTADOS

6.1 Morfologia de la lengua

Al estudiar los ejemplares presentados en este estudio, o primero que resulta
relevante es observar las diferencias morfoldgicas de los apices de las lenguas.
Esta caracterizacion morfoldgica se realiz6 siguiendo la metodologia descrita en

la seccion 5.7 de materiales y métodos.

Con respecto a la anatomia de las lenguas en aves, se ha mencionado que
mantiene una morfologia que, si bien varia, los tejidos que la componen son
altamente conservados. En general las lenguas tienen una estructura que
consiste en elementos esqueléticos cartilaginosos y 6seos, los muasculos y
glandulas salivales (Homberger & Meyers, 1989). Asi como existen en el pico
de aves anseriformes papilas cilindricas compuestas de queratina, estas papilas
se pueden encontrar formando estructuras cornificadas compuestas de

gueratina en la lengua (Ilwasaki et al., 1997; Johnston, 2014).

Ademas de queratina, las lenguas se encuentran formadas por otros tejidos

como musculos, nervios, vasos sanguineos, diversos tejidos conectivos vy

glandulas (Johnston, 2014).
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En aves como los loros este 6rgano es prominente y musculoso, a diferencia de
otras aves como los galliformes, donde la lengua es puntiaguda apicalmente y
ancha en su base, con poca o ninguna musculatura, lo que implicaria que la
forma y el desarrollo de la lengua aviar varian en aves que tienen diferentes

conductas de alimentacion (Koenig et al., 2016).

En el caso de la especie Taeniopygia guttata (ver figura 4A) nos encontramos
gue su lengua tiene una forma puntiaguda y una capa externa formada por
queratina (ver figura 4B), que es mas delgada comparada con la de los
psitacidos incluidos en este estudio. Esta lengua, fue medida en un individuo
dando los siguientes resultados: largo de 5.10 mm desde el apice a la zona
media, 15.49 mm desde el 4pice hasta la epiglotis y un grosor promedio de 2.06

mm y un ancho de 2.05 mm.

Los loros Myiopsitta Monachus y Melopsittacus undulatus presentan una lengua
con una punta redondeada (ver figuras 4C y 4E), con una capa de queratina
gruesa. En el caso de la cotorra, ésta presenta ademas unos surcos
longitudinales en la superficie de la lengua (ver figura 4D). La lengua del
ejemplar también es un poco aplanada a diferencia de la lengua del periquito

australiano, que presenta una morfologia mas tubular (ver figura 4F).
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Las dimensiones para la lengua de un ejemplar de Myiopsitta Monachus son las
siguientes: de largo presenta 10.65 mm desde el apice a la zona media de la
lengua. 21.48 mm desde el apice a la epiglotis, un ancho de 7.00 mm y un

grosor promedio de 4.29 mm.

La medicion de la lengua para un individuo de Melopsittacus undulatus presenta
unas proporciones mas pequefias, con un largo de 15.30 mm desde el apice
hasta la epiglotis, donde 5.44 mm corresponden a la zona del apice de la
lengua hasta la zona media. Un ancho de 4.03 mm y un grosor promedio de
3.37 mm.

En el caso de la lengua del pollo se puede observar una lengua puntiaguda y
aplanada, como la punta de una flecha (figura 4G). En la figura 4H se puede
observar mas a detalle la estructura cartilaginosa que posee la lengua esta ave.
Las dimensiones de esta lengua para un individuo de Gallus gallus
corresponden a 7.76 mm desde el apice hasta la zona media, 16.82 mm desde
el apice hasta la zona posterior antes de comienzo de la epiglotis y un grosor

promedio de 0.90 mm.

Todas las especies comparten en comun la presencia de otros tejidos como

tejido conectivo, epitelio y estructuras cartilaginosas, lo que se puede observar

en la figura 5.

30



Figura 4. Morfologia de las lenguas de las especies en estudio. Fotografias de lengua de
aves y sus apices. A, C, E y G en vista dorsal y B (vista dorsal), D (vista anterodorsal), G (vista
anterodorsal), y H (vista dorsal). Ay B corresponden a ejemplar de diamante mandarin, Cy D a
cotorra argentina, E y F a periquito australiano y G y H a pollo (Barra de calibracién de 2000

pum).
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Figura 5. Histologia del apice de las lenguas de las especies en estudio. Fotomicrografias
de campo claro de secciones sagitales de 3 um de grosor del apice de la lengua de diferentes
especies tefiidas con la tincién tricromica de Masson. La tincion de Masson produce una marca
de color rojo en la queratina, cartilago y musculo, azul en tejido conectivo. A diamante mandarin
(Taeniopygia guttata).C cotorra argentina (Myiopsitta Monachus). E periquito australiano
(Melopsittacus undulatus) y G a un pollo (Gallus gallus). Las flechas negras indican las
estructuras de queratina presentes en las lenguas, flechas amarillas tejido muscular y flechas
blancas tejido conectivo (barra escala de 250 um).
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6.2 Organos terminales mecanorreceptores en la lengua
Para visualizar los corpusculos de Herbst y Grandry se realizaron tinciones

histolégicas y marcaje con el trazador fluorescente AM1-43.

En las preparaciones histologicas, secciones delgadas (3-5 ym) de lengua
teflidas con hematoxilina-eosina y tincion tricromica de Masson (ver seccion
materiales y métodos 5.6), se observan claramente corpusculos de Herbst, asi
como una marca similar a lo reportado para los corpusculos de Grandry en el

diamante mandarin, la cata australiana y en la cotorra argentina (Ver figura 6).

En la lengua del diamante mandarin, la tincién tricromica de Masson permite
distinguir una serie de papilas dérmicas, con matriz extracelular rica en
colageno, de forma alargada y puntiaguda (Fig. 5.A). En su porcion apical, estas
papilas presentan una marca similar a la de los grupos de 6rganos terminales
de Grandry previamente descritos (Krulis, 1978; Wild, 1990), y en su base hay
numerosos organos terminales de Herbst, en concordancia con lo descrito para
otras aves de la familia Estrildidae y también Fringillidae (Krulis, 1978; Wild,

1990) (Fig. 6 B-C).

En las dos especies de loros también se observan papilas dérmicas, un poco
mas anchas y menos puntiagudas que las del diamante (Fig 6D y 6G). La
porcion apical de las papilas de los loros contiene grandes y vistosos

corpusculos unicelulares de Grandry (Soliman & Madkour, 2017), y en la base,
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a nivel de tejido conectivo se observan numerosos corpusculos de Herbst (Fig.

6D-G).

La marca obtenida con el trazador AM1-43, por otra parte, revela con mayor
detalle el componente neural del 4pice de las papilas de las tres especies (Fig.
7). En el diamante mandarin, se observa una fuerte marca que devela
claramente la morfologia de las fibras que terminan en los corpusculos de
Grandry descritos por otros (Krulis, 1978; Wild, 1981). En fringilidos estrildidos,
estos mecanorreceptores han sido denominados receptores de Merkel por
Krulis, 1978. No obstante, su morfologia coincide con los corpusculos de
Grandry (Gottschaldt, 1985), que como se menciond mas arriba, son similares a
los corpusculos de Meissner de mamiferos. Los corpusculos de Herbst
observados con la tincion de Masson, por otra parte, no emiten sefial
fluorescente, y su presencia se puede inferir en muchos casos por la silueta
ausente de sefial, especialmente en la transicion entre la zona de la base y del

apice.

En el apice de las papilas de los loros, hay una sefial fluorescente similar a la
del diamante, una fibra terminal que se enrolla formando un corpusculo, siendo
este menos denso y de morfologia menos uniforme que la del diamante
mandarin, sugiriendo que podria tratarse de una 0 unas cuantas fibras
terminales que se asocian a los corpusculos de Grandry unicelulares revelados

con la tincion de Masson.
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Figura 6. Caracterizacion de los mecanorreceptores de Grandry y Herbst. Fotomicrografias de campo claro de cortes sagitales del
apice de la lengua con tincion tricromica de Masson. A, D, G y J vistas generales de cortes sagitales de lenguas. B, E y H corpusculos de
Grandry. C, F e | corpusculos de Herbst. En 6valos blancos se marcaron las papilas, que contienen corpusculos de Grandry. En 6valo
negro estructuras vistas en Gallus gallus. En flechas negras se sefialan a los corpusculos de Herbst (barra escala de 250 um).
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6.3 Numero y distribucién de papilas en las lenguas de las aves en estudio
A partir de imagenes de microscopia confocal abarcando secciones a lo largo
del eje z de secciones transversales seriadas de lengua de diamante, cata y
cotorra, se realizé una estimacién del numero de papilas utilizando el método
del fraccionador optico, con la ayuda del software Stereoinvestigator ®, con el
cual se generaron trazados de los contornos de las secciones y se marco la
posicion de las papilas cuantificadas. En la lengua del diamante mandarin
estimamos 200+ 7 papilas, en el periquito australiano 450+ 30, y en la cotorra

4535 + 80. (Tabla 1).

La diferencia entre la distribucion de las papilas dérmicas de las lenguas de
estas aves se puede visualizar en las reconstrucciones tridimensionales
generadas a partir de los contornos realizados durante la cuantificacion (Fig. 8).
Mientras que en el periquito australiano las papilas tactiles se restringen a la
parte anterior del cuerpo de la lengua y a su apice, en la cotorra se observan
numerosas papilas densamente distribuidas a lo largo de toda la lengua. En el
diamante, las papilas se restringen al apice y se puede apreciar a simple vista

que, asi como en el periquito, son menos densas que en la cotorra.
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Promedio de

NUmero de

Desviacion nGmero de Desviacion apilas/ area
. Numero total estandar (del : estandar de pap e
Especie . g papilas por ) de la superficie
de papilas numero total g, papilas por
de papilas) seccion de seccion de tejido delalengua
tejido (mm?)
Diamante r_nandarm 200 7 3 5 3.48
(Taeniopygia guttata)
Periquito australiano
(Melopsittacus 450 30 8 5 56.17
undulatus)
Cotorra Argentina 4535 80 28 15 298.56

(Myiopsitta Monachus)

Tabla 1. Estimacion del nimero de papilas por especie. Se midieron las lenguas desde la raiz hasta el apice para tener una medicion
comparable entre especies por nimero de papilas, el cual fue estandarizado. No6tese que el célculo de la desviacion estandar se realizé
basandose en un n=1 y en la cantidad de papilas por seccién de tejido.
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Figura 7. Inyecciones del trazador AM1-43. Fotomicrografias de confocal de cortes coronales del apice de la lengua con fluorescencia. En
color magenta se puede observar la marca del trazador fluorescente AM1-43 y en color cian una tincién de DAPI. Las flechas blancas
marcan las estructuras (a modo de ejemplo) que fueron cuantificadas como papilas. A, B, C y D barra escala de 200 um. E, F, G y H barra

escala 33 um.
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Figura 8. Reconstrucciones tridimensionales de lenguas que presentan papilas. A)
Taeniopygia guttata, C) Melopsittacus undulatus. E) Myiopsitta monachus. Todas las
reconstrucciones fueron generadas a través del software Stereoinvestigator® y se muestran en
orientacion dorsal. Cada punto magenta representa un grupo de papilas contabilizadas en el
apice de la lengua. Las imagenes B, D y F son vistas dorsales de la lengua. Marcado en rojo se
encuentra una referencia de la morfologia y la dimension de las reconstrucciones (barra escala

de 1000 pm).
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6.4 Estimacion de corpusculos de Grandry y Herbst por papila de las aves
en estudio

Posteriormente a caracterizar los corpusculos de Herbst y Grandry a través de
técnicas de histologia (tincion tricromica de Masson), y de realizar un conteo de
las papilas dérmicas de las lenguas de las aves que poseen estas estructuras,
se procedié a cuantificar los mecanorreceptores existentes en las aves. El
conteo se realizd utilizando el software Stereoinvestigator ® y el estimador de
Cavalieri (West et al., 1991). Debido a la dificultad que posee la técnica de
cortes histolégicos en parafina, se obtuvieron secciones de la zona media de la
lengua en orientacién sagital, donde se pueden apreciar los corpusculos de

Herbst y Grandry dentro de las estructuras descritas.

Se realiz6 un conteo para un n=1 de 1 corte de parafina con tincién tricrémica
de Masson para cada especie de ave. A continuacion, se muestra el promedio
de corpusculos de Herbst y de Grandry por papila en cada una de las especies

estudiadas que poseen esta estructura.

Con respecto a los resultados obtenidos que se muestran en la figura 9, estos
se pueden explicar debido a la distribucion que tienen los terminales
encapsulados de mecanorreceptores en la lengua. Como se puede ver en las
figuras 6 B-E y H, los corpusculos de Grandry se organizan en grupos que
forman estos complejos de papilas dérmicas, y en las bases de estas

estructuras, encontramos algunos corpusculos de Herbst. Estos también
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conforman otros conglomerados de papilas compuestos exclusivamente por

este tipo de terminal encapsulado.

Otra causa probable por la que la proporcion promedio de estos terminales
encapsulados sea diferente tiene que ver con el tamafio que poseen estos. En
el caso de los corpusculos de Grandry del diamante mandarin con un diametro
promedio de 44.5 um, estos son mas pequefios que los del periquito australiano

(promedio 87 um) y la cotorra argentina (121 um en promedio).

Cabe destacar (Figura 9) que, si bien existe una diferencia en la cantidad de
corpusculos de Grandry entre el periquito y la cotorra, también es evidente que
hay una diferencia de tamafio de estos corpusculos que explicaria porque el

promedio por papila seria menor en el caso de la cotorra.

En el caso de los corpusculos de Herbst en las 3 aves son una menor cantidad
en promedio por papila, comparados con los corpusculos de Grandry. En
relacion con el tamafio que estos poseen, los mas pequefios corresponden a
los del diamante mandarin, con un diametro promedio de 135 um, luego los del
periquito australiano con un diametro promedio de 202 um. Los corpusculos de
Herbst de la cotorra argentina miden un didmetro promedio de 209 um, lo que
no presenta una diferencia significativa en tamafio en comparacion con el

tamafo promedio de este tipo de corpusculos en el periquito australiano.
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Con respecto a los resultados expuestos en la figura 9, y los conteos de papilas
estimativos de las especies en estudio (tabla 1) se puede realizar una
estimacion de la cantidad de cada tipo de corpusculo (Herbst y Grandry) que

podriamos encontrar en total en las aves. Los resultados se muestran en la

tabla 2.
Diametro promedio Diametro promedio
Especie corpusculos de Grandry | corpusculos de Herbst
_ i (Lm) (Lm)
Diamante mandarin 44.5+ 13 1351 40
(Taeniopygia guttata)
Periquito australiano
(Melopsittacus 87+ 18 202+ 41
undulatus)
Cotorra Argentina 121+ 8 209+ 86
(Myiopsitta monachus)
Prueba de Kruskal Wallis _g
(valor de p) 4,5 %10 0.024

Tabla 2. Estimacién del diametro promedio de corpulsculos de Grandry y Herbst en las
especies en estudio. Al realizar la prueba de Kruskal Wallis para ambos tipos de
mecanorreceptores, se obtienen valores de p< 0,05, lo que indicaria que estas poblaciones son
distintas entre si en didmetros.
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Figura 9. Corpusculos de Herbst y de Grandry por papila de las aves en estudio.

A) Representa la cantidad de los mecanorreceptores de Grandry cuantificados dentro de las
papilas de las aves en estudio. B) Representa la cantidad de mecanorreceptores de Herbst
cuantificados dentro de las papilas de las aves en estudio. Notese que para ambos grupos de
mecanorreceptores se realizé una prueba de Kruskal-Wallis, siendo el valor de p<0.05 en
ambos casos. Esto indica que no existiria una equivalencia entre la cantidad de
mecanorreceptores por papilas en las aves comparadas. En verde Diamante mandarin, en
amarillo Periquito australiano y en morado Cotorra argentina.
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Especie

Ndmero de

Grandry promedio

Grandry totales

Herbst promedio por

Herbst totales

papilas por papila (estimacion) papila (estimacion)
Diamante mandarin 200+7 1046 2000 0.5:0.8 100
(Taeniopygia guttata)
Periguito australiano 6+3
(Melopsittacus undulatus) 450£30 2700 1x1 450
Cotorra Argentina 4535+80 243 9070 11 4535

(Myiopsitta monachus)

Tabla 3. Estimacion corplsculos de Herbst y Grandry por especie. Se aproximé a numeros enteros la cantidad promedio de
mecanorreceptores segun lo calculado en un conteo previo de mecanorreceptores por papila. Exceptuando, en el caso del Diamante

mandarin.

Mediciones

44

realizadas

para

n=1.




6.5 Estimacion de volumenes relativos del trigémino principal

Habiendo constatado diferencias en la cantidad de mecanorreceptores, nos
propusimos medir los volimenes del PrV de las especies de estudio para ver si
el tamafo de este ndcleo reflejaba dichas diferencias. Primero se procesaron
las muestras de cerebro de las aves por medio de los métodos indicados en las
secciones 5.5 y 5.7 para posteriormente realizar el procesamiento de las
muestras en secciones de cortes tefiidos con tincion de Nissl, por medio del
software Stereoinvestigator®. Se utilizO un estimador de Cavalieri del mismo
programa para poder realizar la estimacion volumeétrica, conociendo la distancia
entre cortes de la region de interés, que en este caso fue la seccién del PrV. Se
midieron PrV lateral y medial para cada una de las especies en estudio. En la
figura 10 se muestra una representacion de la seccion del PrV en cerebro de

Myiopsitta Monachus.
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Figura 10. Medicién del volumen trigeminal relativo en el PrV. Fotomicrografias de
secciones coronales del cerebro de Myiopsitta monachus. Todas las imagenes corresponden a
tincion de Nissl (barra escala de 100 pm). A corresponde a seccion coronal de referencia. En
encuadre magenta, se destaca el PrV (Adaptado de Brauth et al., s. f.). B corresponde a PrV
lateral (comienzo del PrV), C a PrV lateral (encuadre negro) y PrV medial (encuadre rojo) y D a
PrV medial (término del PrV desde caudal a rostral).

Posterior a la medicion del PrV medial y lateral, se procedio a realizar una
estimacion de su volumen para cada una de las especies en estudio. Se realizo

también una relacion del volumen del PrV con el peso del cerebro (en gramos)
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de cada ejemplar. Los resultados se muestran en la tabla 4.

En concordancia con las diferencias en el nimero de 6rganos terminales
mecanorreceptores, el volumen del PrV de la cotorra (2.02mm?3) es mayor que
en el perigquito (0.03mm?3), el diamante (0.019mm3) y el pollo (0.1mm?3). Si bien
el nacleo PrV recibe aferencias de todo el rostro, pico, cavidad oral, faringe y
laringe, es posible que esta diferencia se deba en parte a la mayor cantidad de
mecanorreceptores presentes en la lengua de la cotorra. Cabe destacar que el
pollo, no presenta mecanorreceptores en la lengua (pero si en el pico) (Niknafs
et al., 2023) y no posee una diferencia notable de volumen de su PrV en

comparacion con las otras especies, exceptuando a la cotorra.
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volumen Relacion de
. volumen del Prv
Especie promedio Peso del or peso del
P de Prv encéfalo (g) porp fal
(mmd) enceéfalo
(mm?3/g)
Diamante mandarin 0.018 0.48 0.038
(Taeniopygia guttata)
Periquito australiano
(Melopsittacus 0.031 1.13 0.028
undulatus)
Cotorra Argentina
(Myiopsitta Monachus) 2.018 2.95 0.683
Pollo
(Gallus gallus) 0.098 1.73 0.056

Tabla 4. Volimenes del PrV relativos al peso del encéfalo para cada especie en estudio.
Mediciones fueron realizadas para n = 1.

6.6 Posibles botones gustativos en la lengua del pollo

En el caso del pollo (Gallus gallus) no fue posible identificar estructuras
corpusculares similares a las encontradas en las otras especies. Sin embargo,
una estructura llama la atencion y es posible visualizarla con tincion de

hematoxilina eosina (ver seccion materiales y métodos 5.6).

Como se puede observar en la figura 11, en la lengua del pollo se visualizan

unas estructuras cuya morfologia no es coincidente con las descritas como

corpusculos de Herbst ni de Grandry (ver figura 1b y 1d).
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En la figura 10a se pueden observar las estructuras de interés. Con el propdsito
de poder mas a detalle, se realizé una magnificacion de 100X que muestra la
estructura a profundidad. Morfolégicamente esta estructura es muy similar a los
botones gustativos que presentan los mamiferos, del cual se muestra un
esquema en la figura 11D, por lo que preliminarmente podriamos comparar esta

estructura con el boton gustativo.

En mamiferos los botones gustativos se componen de grupos de células
epiteliales modificadas que se organizan en estructura de botén en la mucosa
lingual (Gil-Loyzaga, 2006). Estos botones se encuentran dentro de las
denominadas papilas gustativas, y su nimero de células varia segun el tipo de

papila gustativa (existen foliadas, filiformes, fungiformes y caliciformes).

Las fibras nerviosas mielinicas que inervan los botones gustativos forman
plexos subepiteliales amielinicos, que alcanzan a muchos botones y a muchas
células de cada botdn (ver figura 11D). Las fibras que emergen libremente de
estos plexos tienen tres destinos: entre los botones (fibras intergemales),
alrededor de los mismos (fibras perigemales), o entran en ellos (fibras

intragemales) (Gil-Loyzaga, 2006).

Estas estructuras se encuentran inervadas por fibras intragemales de dos tipos:
las aferentes sensitivas gustativas y las eferentes moduladoras procedentes del

tronco del encéfalo. Los plexos perigemales e intergemales corresponden a
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eferentes simpaticos perivasculares y aferentes somatosensoriales(inervan los

termorreceptores linguales) (Gil-Loyzaga, 2006).

N A

Figura 11. Potenciales botones gustativos de la lengua del pollo (Gallus gallus).
Fotomicrografia en campo claro con tincion de hematoxilina eosina de cortes sagitales del 4pice
de la lengua del pollo. B y C corresponden a aumentos de las zonas de interés. En las
circunferencias punteadas se encuentran marcadas las estructuras. A, B y C barra escala de
100 pm. D corresponde a esquema de los botones gustativos de mamiferos que muestra una
morfologia similar. Células claras e intermedias (rojo) en el centro del botén, rodeadas por
células oscuras (gris claro). En el 4pex de cada célula se observa contacto con las vecinas (1).
Las células basales estan en la base del botén (gris oscuro). Las fibras perigemales (negras con
terminal en rojo) estan en la mucosa lingual (rosa). Las fibras nerviosas intragemales aferentes
(2) o eferentes (3) contactan las células. D Modificado de Gil-Loyzaga, 2006.
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7. DISCUSION

Nuestros resultados muestran una interesante diversidad en la anatomia,
morfologia, abundancia y distribucion de los corpusculos de Herbst y Grandry
en la lengua de las aves que fueron estudiadas. En el paserino y los psitacidos
estudiados, encontramos diferentes cantidades de papilas tactiles que, si bien
tienen forma, numero y distribucion disimiles, conservan una organizacion
general comuan, consistente en la acumulacion de corpusculos de Herbst en su
base y corpusculos de Grandry en el apice. Esto contrasta con lo observado en
el pollo, donde no existen papilas semejantes, pero si putativos botones

gustativos.

También existen diferencias en el volumen del PrV, el principal blanco de los
receptores linguales. La cotorra argentina, la especie con el mayor nimero de
papilas tactiles, presenta también el mayor tamafio relativo de este nucleo,
mientras que en las otras aves no se observan diferencias significativas en los
volimenes medidos (Ver tabla 2.). Futuros estudios de trazado podran aclarar
en qué medida estas diferencias en el tamafio de PrV se deben a las

diferencias en las proyecciones linguales.
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7.1 Morfologia de la lengua, tejidos que la componen y su relacion con los
grados de manipulacion.

Las adaptaciones para alimentarse son una caracteristica muy importante en la
evolucion de las aves (Howe, 1984). Previamente, se conocia que las
adaptaciones para la alimentacion dependian de cambios morfométricos que
experimentan las aves en la estructura del pico y las patas a lo largo de
procesos evolutivos (Colorado Z., 2004). Otros estudios similares han existido
también con respecto a los cambios morfolégicos que existen en las lenguas

especializadas de aves como los picaflores (Paton & Collins, 1989).

Investigaciones mas recientes, como los de Erdogan & Iwasaki (2014) han
permitido visualizar una comparacion morfolégica mas exhaustiva, separando a
algunos grupos de aves segun la forma de sus lenguas, las que se muestran en

la figura 12.
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Figura 12. Morfologia de las lenguas de aves. Adaptado de Erdodan e Iwasaki, 2014. (a)
Lengua en forma de cepillo o franja (aves nectarivoras ,pajaros carpinteros-Passeriformes), (b)
Lengua en forma de tubo (aves nectarivoras, Zosteropidae), (¢) Lengua en forma de tubo y
cepillo (corvidos-Passeriformes), (d) lengua en forma de lanceta (pajaros carpinteros-
Piciformes), (e) lengua en forma de daga o triangular (pollos-Galliformes), (f) apice bifido en la
lengua (urracas-Passeriformes), (g) lengua ovalada (gansos-Anseriformes), (h) lengua en forma
de estrella (emues-Struthioniformes).

En ausencia de dientes, labios y mejillas con musculos, el pico y la lengua se
han convertido en érganos fundamentales para la manipulacion de objetos y
alimentos (Colorado Z., 2004; Erdogan & lwasaki, 2014; Howe, 1984). Esto,
podria ser una de las causas por las que existen diferentes morfologias de

lenguas que se relacionarian de alguna forma con el modo de vida del ave.

En el caso de los resultados obtenidos a través de esta tesis, seria necesario

agregar el modelo de lengua carnosa que tienen aves psitaciformes como las
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que hemos incluido en este estudio (Melopsittacus undulatus y Myiopsitta
monachus). Esto queda en evidencia al observar la figura 4, donde existen
claras diferencias en la morfologia en el caso de las familias de aves en estudio
tal como se muestra en la figura 12. Esto nos lleva a preguntarnos si es que la
morfologia se relaciona también con la abundancia y distribuciéon de los

mecanorreceptores en estudio.

La lengua consta de varios elementos que se influyen mecanicamente entre si,
como elementos esqueléticos cartilaginosos y 0seos, musculos y glandulas
salivales (Homberger & Meyers, 1989). Estos elementos fueron encontrados en
las lenguas de las aves en estudio, e independientemente de la morfologia

existente, permanecen constantes, lo cual se puede evidenciar en la figura 5.

Existen algunas diferencias con respecto al grosor de capas de queratina en las
lenguas, que podrian relacionarse con la proteccion de este tejido segun el tipo
de manipulacién que realiza. En el caso de Myiopsitta monachus (ver figura 5C)
se ve una amplia capa queratinosa, una amplia capa de epitelio y de tejido
conectivo, ademas de musculatura intrinseca (Ver figura 5D). Esta capa de
gueratina gruesa sugiere que existe una relacion entre el grosor de esta con el
modo de vida del ave debido a los movimientos bruscos que presentan con la
cavidad oral, al cortar y doblar ramas en la construccion de sus nidos (Bucher
et al., 1990) . En el caso de aves que manipulan menos con la cavidad oral,

como el pollo, presenta una capa de queratina delgada y no posee una lengua
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carnosa como se ve el resto de las aves estudiadas (figura 4), sino que
presenta una morfologia aplanada, similar a la que se muestra en la figura 12e.
Esta forma, le confiere a la lengua un mayor grado de dureza, a diferencia de

las lenguas que son carnosas como las de los psitacidos y paseriformes.

7.2 ldentificacion y caracterizacion de los terminales encapsulados de
mecanorreceptores

Luego de comparar las morfologias y niveles de tejido presentes en las lenguas
de las aves de este estudio, se procedié a identificar y caracterizar a los

corpusculos de Herbst y de Grandry presentes en los apices de las lenguas.

Previamente, contabamos con la caracterizacion de la lengua del diamante
mandarin, realizada por Wild, 1990. En esta investigacion, se describieron
estructuras presentes a nivel del epitelio y tejido conectivo de la lengua, en que
se podian distinguir agrupaciones celulares morfolégicamente comparables con
papilas dérmicas, debido a la presencia de corpusculos de Herbst y Grandry. En
trabajos previos (Wild, 1990) también se menciona la presencia de corpusculos
de Merkel, llamados asi previamente por Krulis, 1978. Si bien, es sabido que los
corpusculos de Grandry comparten algunas caracteristicas citoldgicas con los
de Merkel (Gottschaldt, 1985), no existe una similitud morfolégica que nos
permita indicar que estos fueran analogos con los corpusculos de Grandry,
como sucede en el caso de la comparacion morfologica entre éstos y los

corpusculos de Meissner (ver figura 1), donde también es coincidente el tipo de
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tejido en donde se situan. Si bien, se ha descrito que los corpusculos de Merkel
se pueden encontrar en la base de las papilas dérmicas en el caso de los
mamiferos, en el caso de las aves, en la base de estas, y en el tejido conectivo,

encontramos a los corpusculos de Herbst (figura 5).

Estos ultimos coinciden tamafio y morfologia con las descripciones previas de
estos realizadas por Wild, 1990 y por Bubien-Waluszewska (1979). Es por ello
por lo que se puede confirmar en primera instancia segun el criterio histolégico
gue los mecanorreceptores de Herbst y Grandry corresponden a los elementos

analizados.

7.3 Abundanciay distribucidon de los corpusculos de Herbst y Grandry

Luego de la identificacion y caracterizacion de los terminales encapsulados de
mecanorreceptores presentes en el apice de las lenguas en estudio, se
procedié a comprobar si es que existian diferencias dentro de los grupos en
estudio. Primero se realiz6 una cuantificacion de las papilas dérmicas de
terminales encapsulados de mecanorreceptores para asi tener una estimacion
de la distribucion y abundancia de estas estructuras. Posteriormente se
procedié a cuantificar el niumero de corpusculos de Herbst y Grandry dentro de

las papilas dérmicas.

Nuestros analisis, sugieren una tendencia de cantidad de papilas, de terminales

mecanosensitivos encapsulados y de su tamafio. Sin embargo, fueron
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realizadas en poblaciones muy pequeiias (n=1) por lo que estas

cuantificaciones son meramente estimativas.

Sin embargo, nuestros resultados preliminares sugieren que en la cotorra
argentina las papilas tactiles se distribuyen a lo largo de toda la lengua, y que
son mas numerosas que en el periquito australiano y el diamante mandarin,
donde las papilas se limitan al apice y la parte distal del cuerpo de la lengua. En
la lengua del pollo, en cambio, no se exhiben estructuras similares a las vistas
en paserinos y psitacidos, ni con las técnicas de histologia, ni con las
inyecciones del trazador AM1-43.

Ahora si analizamos a los terminales mecanosensitivos encapsulados desde la
perspectiva de su promedio por papila y de su tamafio, nuestros resultados
sugieren gue en el caso de diamante mandarin su proporcion de corpusculos de
Grandry es mayor que la de corpusculos de Herbst. Otro detalle interesante
tiene que ver con el tamafio de los primeros (44.5 um de diametro en promedio)
y su cantidad por papila.

En los psitacidos analizados, se han encontrado notables diferencias en su
cantidad de papilas (periquito australiano 450 y cotorra argentina 4535) y en el
tamafo de sus corpusculos de Grandry, mas no de los corpusculos de Herbst.
Los corpusculos de Grandry del periquito australiano, son de un menor diametro
promedio (87 um) que los de la cotorra argentina (121 um) y los corpusculos de
Herbst tienen un didmetro promedio de 202 um en el periquito australiano y 209

UM en la cotorra argentina. En el caso del diamante mandarin los corpusculos
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de Herbst presentan un tamafio menor que al de los psitacidos (135 um de

diametro promedio).

Estos resultados nos sugieren que la cotorra argentina posee una capacidad de
discriminacion tactii mas refinada en comparacidon con las otras aves
involucradas en este estudio, debido a que posee mayor densidad de papilas y
un mayor numero de terminales mecanosensibles encapsulados.
Especificamente, la elevada concentracion de papilas sensoriales y su amplia
distribucion a lo largo de la lengua, sugiere una notable capacidad de
discriminacion tactii en comparacion con las demas aves estudiadas,
asumiendo que cada papila actia como una unidad sensorial.

En contraste, el diamante exhibe una situacion opuesta a la de la cotorra, ya
gue presenta receptores de menor tamafio y una menor cantidad de papilas,
que se encuentran concentradas soélo en el apice de su lengua. Esto sugiere
que la capacidad de discriminacion tactili del diamante deberia ser
significativamente inferior a la de la cotorra.

En el caso del periquito australiano, a pesar de tener significativamente mas
papilas que el diamante mandarin, se observa una considerable disparidad en
comparacion con la cotorra argentina en términos de cantidad. Este escenario
se presenta como un caso intermedio en comparacion a las aves anteriormente
mencionadas, en lo que respecta a la discriminacion tactil, especialmente al
comparar numéricamente el tamafio promedio de sus mecanorreceptores y la

proporcion de estos en cada papila.
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Estas diferencias podrian relacionarse con el nivel de manipulacién de objetos
gue estas especies realizan utilizando la lengua. Si bien las tres especies que
presentan terminales mecanorreceptores utilizan la lengua y el pico para pelar
semillas, difieren en otras conductas. El diamante mandarin acostumbra a crear
nidos relativamente simples a partir de diversos tipos de material, el cual se
dispone en concavidades sin formar un entramado fino (Muth & Healy, 2014). El
periquito australiano, como la mayoria de los loros, no construye nidos, sino que
anida en cavidades que encuentra en arboles (Wyndham, 1980). En cambio, la
cotorra argentina, es de los pocos loros que construyen nidos, los cuales
consisten en elaborados entramados de ramas que forman camaras, y que
ademas suelen ser construidos en conjuntos por varias parejas que conforman
un clan, llegando a generar grandes “edificios”. Tanto los periquitos como las
cotorras, ademas, suelen usar el pico y la lengua para trepar, utilizando el
organo bucal como un tercer apéndice. Los loros ademas suelen acicalarse con
el pico y la lengua como parte de sus interacciones sociales. El pollo, en
cambio, fuera de picotear para recoger alimentos desde el suelo, y a
continuacion tragarlos sin manipularlos mayormente en la cavidad oral, no
realiza manipulacién de objetos con el aparato bucal. Asi, el animal que exhibe
las conductas mas complejas de manipulacion de objetos, la cotorra argentina,
es también la que posee una mayor cantidad de papilas tactiles en su lengua, y

la que exhibe menos de estas conductas, el pollo, no posee ninguna.
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7.4 Relacién del volumen relativo del PrV con respecto a la representacion
en lalengua de las aves en estudio

Con el objetivo de establecer si existian diferencias significativas del volumen
del PrV entre ejemplares que presentan terminales encapsulados de
mecanorreceptores y entre quienes no los presentan, se procedio a medir los
volimenes del PrV, uno de los principales blancos de las fibras

mecanorreceptoras de la lengua.

Es importante mencionar que al estimar el volumen completo de PrV, se
incluyen regiones que reciben aferencias tactiles no sélo de la lengua, sino que
también del pico (que en todas las aves suele tener mecanorreceptores), el
resto del rostro, la cavidad oral y nasal, la faringe y la laringe. Es por esto por lo
que para poder explorar con mejor detalle las posibles diferencias en la
representacion de la lengua en el bulbo raquideo, sera importante en el futuro
trazar las proyecciones con trazadores neuronales para poder compararlas
especificamente. En aves como las psitacidas, se sabia previamente que la
aumentada representacion del PrV podria estar relacionada como una
compensacion con respecto al desarrollo del sentido de la vision, que en caso

de estas aves es muy lateralizada (Gutiérrez-Ibafnez et al., 2009).
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7.5 Potenciales botones gustativos en el pollo

En el caso del Pollo (Gallus gallus) no fue posible caracterizar
morfolégicamente a las estructuras presentes en su lengua como corpusculos
de Herbst o de Grandry. No obstante, fue hallada una estructura que presenta
similitudes morfologicas con los botones gustativos, que dan lugar a las papilas

gustativas en el caso de los mamiferos (Figura 11).

La morfologia y las inyecciones del trazador neuronal AM1-43 ponen en
evidencia que esta estructura puede ser sensorial. Un estudio reciente de
Niknafs et al., 2023 que muestra que estas estructuras serian potencialmente
botones gustativos. Esto debido a que el analisis del genoma del pollo reveld un
repertorio completo de genes receptores del gusto (TR), pero también la falta
del receptor del sabor dulce con el que cuentan los mamiferos llamado T1R2 y
un namero menor de receptores del sabor amargo (T2R), que consta de solo
tres miembros en comparacion con los 25 de los humanos (Niknafs et al.,

2023).

Con respecto a la anatomia previamente conocida de la cavidad oral del pollo,
se ha descrito que estos botones gustativos y estructuras de papilas gustativas
como tal no se encuentran distribuidas en la lengua, si no que en otras zonas
como el paladar (Ganchrow & Ganchrow, 1985). Pero en el caso de nuestros

resultados, se encuentran en el apice de la lengua, en el tejido conectivo.
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Otras investigaciones demuestran que las papilas gustativas aparecen en
grupos alrededor de los conductos salivales, como se ha demostrado en
muchas especies de aves, como el pollo, el gorrion, el martin pescador, el buho
moteado, el halcon paloma, el correlimos occidental, el correlimos comun y el
loro (Elner et al., 2005; Nivritti Nalavade & Tanasen Varute, 1977). En el caso
de nuestros analisis, la histologia realizada no nos permitié identificar conductos
salivales, por lo que faltaria un analisis mas completo para determinar si es que
estos existen en la lengua de Gallus gallus. (Niknafs et al., 2023) describen 3
tipos de papilas gustativas presentes en aves, modelos que realizaron a partir

de las descripciones realizadas por (Bath, 1906) y (Rowland et al., 2015).

En la figura 12(c) se muestra una morfologia de botdén gustativo que es muy
similar a la observada en la figura 11. Si bien, esto nos daria un claro indicio de
que esta estructura pudiese ser un botdn gustativo, es necesario realizar
analisis futuros para estudiar el nivel de respuesta de las células que forman al

potencial botén gustativo.
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Figura 13. Tipos de papilas gustativas en aves. (A) El Tipo | es una papila gustativa ovoide
envuelta por células foliculares. (B) El tipo Il tiene forma alargada. (C) El tipo Il no tiene células
foliculares. Adaptado de (Niknafs et al., 2023).

craneal
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8. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se concluye que:

e Si bien, las lenguas comparten la organizacién de sus tejidos (capa de
queratina, tejido epitelial, tejido conectivo, presencia de estructuras
cartilaginosas) la composicion histologica de estos tejidos varia segun el
modo de vida del animal y también con el grado de manipulacién que
ejercen éstas con este organo. En particular el grosor de las capas de

queratina.

e Los mecanorreceptores de Grandry y Herbst existen en las lenguas de
aves que presentan grados de manipulacion con su lengua (diamante,
periquito australiano y cotorra argentina) y ausentes en un ave que utiliza
relativamente poco la lengua (el pollo). De nuestra muestra, ademas, el
ave que presenta conductas mas complejas de manipulacion con el
aparato bucal, la cotorra argentina, presenta una cantidad mayor de
papilas tactiles que las otras especies, asi como una distribucion mas
extendida a través de la lengua. Dentro de los psitacidos analizados
(Melopsittacus undulatus y Myiopsitta monachus), existen evidentes
diferencias en cuanto a su morfologia del apice lingual, ademas de la
distribucion de los corpusculos de Herbst y de Grandry. Cabe mencionar
gue, si bien ambas presentan estructuras papilares donde se concentran

estos terminales encapsulados, estos tienen organizaciones diferentes,
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no obstante, es conservado el nivel de tejido en el que se encuentran (en
tejido epitelial corpusculos de Grandry y corpusculos de Herbst en tejido
conectivo). Lo mismo se puede analizar en el caso del ave paserina
incluida dentro de este estudio, que presenta a los corpusculos en los

mismos niveles de tejido.

Con respecto al promedio de terminales mecanosensibles encapsulados
por papila en las aves objeto de estudio, se observan disparidades en la
proporcion de estos en el diamante mandarin, quien posee en promedio
10 corpusculos de Grandry por cada 0.5 corpusculos de Herbst. En
contraste, en la cotorra argentina, un ave que presenta la mayor cantidad
de papilas cuantificadas en este estudio, se evidencia una proporcion
menos dispar en el promedio de los terminales mecanosensibles
encapsulados por papila (2 corpusculos de Grandry por cada 1
corpusculo de Herbst en promedio por papila). Esto sugiere una
distribucibn méas homogénea de los dos tipos de terminales

mecanosensibles encapsulados a lo largo de este érgano.

En lo que respecta al tamafio de los terminales mecanosensibles
encapsulados, el ave que presenta corpusculos mas grandes Yy
distribuidos extensamente a lo largo de la lengua, tal como se observa en
la cotorra argentina, podria exhibir una discriminacion tactii mas
avanzada en comparacion con otras aves objeto de estudio. En

contraste, en aves que cuentan con corplsculos mas pequefios y una
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cantidad significativamente menor de papilas, como en el caso del
diamante mandarin, se sugeriria una capacidad de discriminacion tactil
notablemente inferior en comparacion con la cotorra. Un caso intermedio
entre estas dos aves mencionadas seria el del periquito australiano, que
si bien presenta una disparidad en el tamafio de sus mecanorreceptores,
tiene un numero notablemente inferior de papilas con respecto a la
cotorra argentina, ademas de una distribucion principalmente en el apice
de esta estructura similar a la distribucion que presenta el diamante

mandarin.

Aves que no manipulan alimentos con su lengua, como es el caso del
pollo, no poseen terminales encapsulados de mecanorreceptores, no

obstante, existen otras estructuras similares a botones gustativos.

La cotorra argentina, ademas de poseer un nimero mayor de papilas
tactiles que los periquitos y el diamante, presenta un mayor volumen del
nacleo PrV. No obstante, la representaciébn volumétrica medida en
relacion con el peso del cerebro no es suficiente para estimar cambios en
la representacion somatosensorial de la lengua, por lo que futuramente

se espera realizar trazado neuronal para abordar esta problematica.
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