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ABREVIATURAS

» VNS: Vomeronasal system

e VNO: Vomeronasal organ

« AOB: Accessory olfactory bulb

» aAOB: accessory olfactory bulb, anterior part
« pAOB: accessory olfactory bulb, posterior part
¢ GL: Glomerular layer

e SVN: Sistema vomeronasal

e OVN: Organo vomeronasal

» BOA: Bulbo olfatorio accesorio

« aBOA: Bulbo olfatorio accesorio anterior
« pBOA: Bulbo olfatorio accesorio posterior
o CNV: Capa del nervio vomeronasal

o CG: Capa glomerular

¢ CPE: Capa plexiforme externa

o CM/T: capa de células mitrales/tufted

o CPI: Capa plexiforme interna

o CGr: Capa de células granulares

¢ VIR: Receptores vomeronasales tipo V1

» V2R: Receptores vomeronasales tipo V2

o Cau: Individuos criados en cautiverio

e Cap: Individuos capturados en terreno

¢ Aisl: Individuos criados en aislamiento social




RESUMEN

En los mamiferos, el sistema olfatorio accesorio o vomecronasal (SVN) esta
involucrado en el desencadenamiento y en la modulacion de las conductas sociales y
sexuales, mediante la recepcién de semioquimicos. El SVN estd formado por dos
poblaciones neuronales (VIR y V2R), cuyos axones proyectan de forma paralela desde el
6rgano sensorial vomeronasal al bulbo olfatorio accesorio (BOA), formando dos
subdominios segregados anatémicamente; anterior (aBOA) y posterior (pBOA),
respectivamente.

Actualmente existe un amplio conocimiento de los mecanismos moleculares y el
curso temporal del desarrollo de las estructuras que forman parte del SVN. En' particular,
diversos trabajos han mostrado que tanto el OVN como el BOA poseen un caricter plastico
en la ontogenia de los organismos, junto con destacar el rol de la experiencia
quimiosensorial y del contexto de crianza de los individuos en la generacién de los
cambios observados.

Por otro lado.el SVN, siendo un sistema conservado dentro de la filogenia de los

mamiferos, presenta a la vez una amplia diversidad anatémica en particular entre las vias

g B s
e e o

VIR y V2R. De forma interesante, la diversidad observada se ha asociado’a:la existencia
de diferencias en aspectos particulares del modo de vida que las especies realizan. Un
ejemplo de ello es el caso de los roedores caviomorfos; en este grupo existen especies que
poseen diferencias morfométricas entre los subdominios del BOA, pudicndo haber un
sesgo con un signo distinto (aBOA>pBOA. 6 pBOA>aBOA). De forma interesante, el

signo de la heterogeneidad morfoméirica estarfa asociado a aspectos contrastantes del

xvi




modo de vida entre cada una de las especies estudiadas (Ej habitat semidrido v.s huimedo),
relacionados a la predominancia de un tipo particular de comunicacion semioquimica
(estimulos voldtiles v.s no volatiles). En estas especies, resulta interesante preguntarse
sobre el desarrollo del SVN en el contexto de la experiencia: ;En qué momento surge la
heterogeneidad morfométrica entre los subdominios del BOA en la ontogenia? ;Los
parametros asociados al habito, propios de cada especie, ejercen algin efecto sobre el

desarrollo de la relacion morfométrica entre ambos subdominios?

Los antecedentes sugieren que la especializacion del BOA podria surgir durante las
etapas postnatales, periodo en que el desarrollo del SVN es susceptible a aspectos
relacionados con la experiencia sensorial. Utilizando como modelo al roedor caviomorfo
Octodon degus, en que el aBOA posee un mayor tamafio y un mayor nimero de
glomérulos que el pBOA (aBOA>pBOAj, se estudid el desarrollo de dicha
especializacion anatomica. Tanto el OVN como el BOA estin presentes desde las etapas
prenatales, sin embargo el BOA presenté una organizacién anatémica similar a la etapa
adulta entre P15 y P30. Ademads, en P15, la proteina marcadora olfatoria (OMP) presentd
una diferencia en la intensidad de marca siendo mayor en aBOA que en el pBOA; un
resultado similar a lo observado en las etapas posteriores del desarrollo postnatal. Los
resultados obtenidos sugieren que el SVN alcanzaria un alto grado de desarrollo
anatémico entre las etapas P15 y P30.

De forma interesante, al caracterizar la morfometria de los subdominios del BOA
se observo que el sesgo volumétrico hacia una mayor representacion del aBOA aparece en

las etapas postnatales, cercano al momento en qué el BOA presenta un caricter maduro a

nivel anatémico. El volumen total de los subdominios del BOA presenté un sesgo
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volumétrico hacia un mayor tamafio del aBOA en P15, mientras que la capa glomerular
(CG) del aBOA presenté dicho sesgo en P30. En las etapas postnatales -tardias, la
heterogeneidad morfoméfrica aumentd para ambas estructuras medidas (volumen total de
los subdominios y sus respectivas CGs), alcanzando un valor méximo en P150, un mes
antes de alcanzar la etapa adulta (P180).

Posteriormente se analizo ¢l establecimiento de la heterogeneidad morfométrica, en
relacion a los tipos celulares que forman parte del BOA. En P15, las neuronas V1R estan
mayormente representadas en el OVN que las neuronas V2R; aquella diferencia sc observé
con un grado de magnitud similar en la etapa adulta. El resultado obtenido en P15 contrasta
con lo observado en la CG en dicha etapa, la cual no present6 diferencias volumétricas
entre ambos subdominios del BOA. Esto dltimo sugiere que la formacion de un sesgo
hacia un mayor tamafio de la CG del aBOA no se sustentaria tan solo en la diferencia en el
nmiumero de neuronas VIR y V2R que proyectan a ambos subdominios. Nosotros sugerimos
que la formacién de Ia heterogencidad volumétrica de la CG podria corresponder
principalmente a modificaciones locales en dicha capa (ej. cambios en el tamafio y forma
de las arborizaciones sinépticas de las neuronas vomeronasales). ’

Junto con la caracterizacion de la heterogeneidad morfométrica del BOA en el
desarrollo de O. degus, en esta tesis se analizé la relacion existente entre el establecimiento
de dicha heterogeneidad y el contexto de crianza de los individuos. Al comparar O. degus
adultos criados en su hébitat natural con individuos criados en cautiverio, se observé que
ambos grupos no presentaron diferencias en el grado de heterogeneidad asociado al
volumen total de los subdominios del BOA. Sin embargo, al analizar la CG se observé que

los animales criados en un habitat natural presentaron un grado de heterogeneidad

significativamente mayor que aquellos criados en cautiverio. De forma interesante,
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obtuvimos un resultado similar al analizar animales criados en condiciones de aislamiento
social.

Por tltimo, se caracterizéd la morfometria del BOA de Octodon Iunatus, una especie
hermana que posee un bajo grado de socialidad, en comparacion a lo exhibido por O,
degus. Interesantemente, se observé que en O. lunatus la CG no presenta una
heterogeneidad volumétrica con un sesgo preferencial hacia a uno de los subdominios del
BOA.

A partir de los resultados obtenidos en ambos analisis comparativos, nosotros
sugerimos que las diferencias en el aspecto social exhibidas por los individuos durante la
crianza podrian tener un efecto en el establecimiento de las diferencias observadas entre
los subdominios del BOA, en particular en la CG.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis muestran que en O. degus, la
heterogeneidad volumétrica observada en el BOA surge y se establece durante la etapa
postnatal, en particular en la CG. La emergencia del sesgo volumetrico hacia el mayor
tamafio de la CG del aBOA, en las etapas en que el SVN muestra un alto grado de madurez
anatémico, sugiere que el establecimiento de la heterogeneidad volumétrica durante el
desarrollo postnatal podria ser una consecuencia de la experiencia quimiosensorial y social

que cada individuo experimenta durante su vivir.
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ABSTRACT

In mammals, the accessory olfactory or vomeronasal system (VNS) is involved in
triggering and modulation of social/sexual behaviors, by receiving semiochemical
substances like pheromones. The VNS is formed by two neuronal populations (VIR and
V2R), whose axons project from the sensory vomeronasal organ (VNO) to the accessory
olfactory bulb (AOB), forming two subdomains: anterior (aAOB) and posterior (pAOB),
respectively.

Currently, there is a broad understanding of the molecular mechanisms and
development of the VNS structures. In particular, several studies have shown that both the
VNO and the AOB have a plastic character within development, along with highlighting
the role of chemosensory experience and context of breeding in the generation of changes
in development.

On the other hand the SVN, despite being a conserved system in the mammalian
phylogeny, also exhibits a wide anatomical diversity, in particular among VIR and V2R
pathways. Interestingly, the observed diversity has been associated with the existence of
variations in certain aspects of each species habits and behaviors. An example of this
situation is the morphometric heterogeneity within the AOB of caviomorph rodents; in this
group there are species with remarkable morphometric differences between both AOB
subdomains, presenting either an enlarged anterior portion of the AOB (2AOB) relative to
the posterior portion (pAOB), or an inverse relation. Interestingly, the bias of the
morphometric heterogeneity could be associated with contrasting aspects of lifestyle (eg.

semiarid versus wet enviroment), and the prevalence of a particular type of semiochemical




communication (volatile vs non-volatile). In these species it is interesting to ask about the
development of VNS in the context of the experience: ;At what moment does the
morphometric heterogeneity arises between the subdomains of AOB in ontogeny? ;Do the
parameters associated with habit, owing by each species, have any effect on the
development of the morphometric relationship between both subdomains?

The previous work suggest that AOB specialization could arise in postnatal
stages, in that period in which VNS development is susceptible to parameters related with
sensory expetience. Using the caviomorph rodent Octodon degus as a model, in which the
aAOB is larger and possess more glomeruli of greater volume than the pBOA (aAOB>
pPAOB), we studied the development of this olfactory specialization. In O. degus, both the
VNO and the AOB appear early in the development (at prenatal stages). However the AOB
only presents an aduli-like anatomical structure from P15-P30. Also, the olfactory marker
protein (OMP), a mature-olfactory specific neuron marker, has an increased expression,
from P15 onwards, in VIR neurons (relative to OMP expression levels in V2R neurons).
These results suggest that in O. degus, the SVN structures reach an adult-like anatomical
structure at P15-P30 stages.

Interestingly, the volumetric bias towards higher aAOB representation appears in
postnatal stages, when the AOB already has an anatomically mature organization. At P15,
the total volume of subdomains of AOB showed a bias towards a larger aAOB, while the
glomerular layer of aAOB (GL-aAOB) presented a similar bias only at P30. Later in
development, the morphometric heterogeneity progressively increases for both variables
(volume of AOB subdomains and GL), reaching the highest values at P150.

Afterwards, the establishment of morphometric heterogeneity was analyzed in

relation to the cell types that are part of the AOB. In P15, there is an increased volume of
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the V1R layer, suggesting that there could be more VIR than V2R neurons in the VNO.
This difference in V1R volume is also present in adulthood, with a similar ratio between
volumes. The volumetric bias observed in the VNO at P15 contrasts with that observed in
the GL at that stage, in which there are no volumetric differences between the two
subdomains of the AOB. This suggests that the formation of a bias toward increased size
GL-aBOA could originate by more factors than just differences in the number of VIR and
V2R neurons that project to both subdomains. We suggest that volumetric-heterogeneity
formation of the GL could correspond mainly to local modifications (such as variations in
synaptic arborization size and shape) in GL.

Along with the anatomical and morphometric characterization of BOA
heterogeneity in the development of O. degus, we assessed the possibility of a relation
between the establishment of such heterogeneity and the breeding context of individuals.
Comparing adult individuals raised in natural conditions with individuals bred in captivity,
we found that both groups did not differ in the degree of heterogeneity associated ‘with the
total volume of subdomains of the AOB. However, when analyzing the volume of GL from
both subdomains, we observed that the wild-raised individuals showed a higher degree of
heterogeneity than those bred in captivity. Interestingly, we have obtained a similar
outcome in individuals raised in a social-deprived condition.

Finally, AOB morphometry was characterized in Octodon lunatus, a less social
sister-species of O. degus. Interestingly, in O. lunatus the GL has no volumetric
heterogeneity, presenting no bias for any of the subdomains of AOB.

From the results obtained in both comparative analyses, we suggest that
differences in early social behavior could have an effect on the establishment of the

observed anatomical differences between subdomains of the AOB, in particular the GL.
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In summary, the results obtained in this thesis show that in O. degus, the
volumetric heterogeneity observed in the BOA appears and consolidate during postnatal
stages, particularly the GL. The occurrence of volumetric bias towards a larger size of GI.
aAOB, at developmental stages in which the SVN shows a high degree of anatomical
maturity, suggests that the emergence of the volumetric heterogeneity during the postnatal
development could be a consequence of the social and sensorial experiences of each

individual during ontogeny.
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INTRODUCCION

Los sistemas sensoriales (ej: audicién, visién, olfato, gusto, tacto) permiten a los
organismos interactuar con su medio, y mediante su operar, participan de las diversas
conductas que los organismos exhiben en dicho encuentro. Junto con la presencia de un
amplio repertorio conductual, existe a la vez una variedad comparable de especializaciones
sensoriales, lo que se ha traducido en la gran diversidad de arreglos anatémicos que los
organismos exhiben dentro de un grupo.

Histéricamente ha existido un enorme interés en conocer cémo los distintos aspectos
relacionados con la morfologia, fisiologia. y penética de los sistemas sensoriales se
relacionan con las conductas particulares exhibidas por un organismo. Un aspecto menos
estudiado es como los sistemas sensoriales surgen y se establecen con sus caracteristicas
diferenciales en los distintos linajes. Abordar esta tltima cuestién requiere estudiar en
paralelo la historia de transformaciones de los sistemas sensoriales en la filogenia y el
curso temporal del desarrollo de dichos sistemas en la ontogenia de los organismos. El
estudio los sistemas sensoriales desde un punto de vista histérico ha dado lugar a dos
observaciones fundamentales:

i) En un grupo filogenético. existen rasgos estructurales asociados a los sistemas
sensoriales que son altamente conservados entre las distintas especies (Ej. La organizacién
celular de la retina, la regionalizacién de distintas poblaciones de células olfatorias en el
epitelio olfatorio). Al mismo tiempo, existen otros rasgos estructurales que representan
especializaciones especie-especificas. (Ej. El tamafio y la posicién de los ojos, el niimero

de células presentes en el epitelio olfatorio, etc.). Las particularidades que presentan los




sistemas sensoriales en. las distintas espe}:ies parecen estar relacionadas, entre otros
factores, al hdbito o modo de vida propio de cada una de ellas. Al respecto, existen
diversos reportes que muestran la relacion existente entre las especializaciones de los
sistemas sensoriales y los parametros asociados al habitat (¢j. arido vs hiimedo), al habito
conductual (gj. nocturno vs diurno en el caso de la vision, marcaje de territorio y cuidado
parental en el caso del olfato) o a la organizacion social (ej. especies gregarias vs solitarias)
de las especies que los presentan. El estudio comparado de los sistemas sensoriales nos
permite conocer la historia evolutiva de Ias‘ transformaciones ocurridas en estos sistemas
dentro de un linaje y junto con ello, establecer la relacién entre las particularidades de los
sistemas sensoriales presentes en las distintas especies y los diversos modos de vida que
cada una de ellas realiza.

ii) Durante el transcurso de la ontogenia de un individuo, las estructuras que
conforman a los sistemas sensoriales sufren diversos cambios en su anatomia, fisiologia y
genética. Entre los factores que pueden influir en Ia generacién de las modificaciones se
encuentran la experiencia sensorial. Un ejemplo cldsico es el desarrollo de la corteza visual
en los mamiferos (Hubel et al., 1977). Existen diversos trabajos que muestran como
surgen y se establecen las columnas o modulos caracteristicos de la corteza visual de los
mamiferos y en qué medida se ven afectados por aspectos rélacionados a la experiencia
visual, Mediante el estudio del desarrollo de los sistemas sensoriales podemos conocer el
curso temporal de los cambios que sufren las estructuras que los componen, y junto con
ello, evaluar como la experiencia sensorial ejerce un efecto sobre la formacién de dichos
sistemas,

En esta tesis nos propusimos abordar la problemética del origen y establecimiento de

los sistemas sensoriales mediante la caracterizacién del sistema olfatorio accesorio o




vomeronasal (SVN), desde el punto de vista del desarrollo. En el caso de los mamiferos el
SVN ofrece una excelente oportunidad para estudiar dicho fenémeno, ya que las especies
que conforman dicho grupo exhiben una a'mplia diversidad de arreglos anatomicos. En
particular, utilizamos como modelo de estudio a Octodon degus, un roedor que se
caracteriza por presentar una especializaciéon anatomica en su SVN, relacionada
posiblemente con aspectos especificos de su modo de vida (Sudrez & Mpodozis, 2009). El
trabajo consistié en caracterizar el curso temporal del establecimiento de dicha
especializacion, revelando eventos claves en su desarrollo: i) el momento en el que surge y
se establece la especializacion del SVN, i) como se relaciona la aparicién de dicha
especializacién con la maduracién anatémica del SVN y iii) como los tipos celulares que
forman al SVN dan cuenta de dicha especializacién. Por tltimo se evalué si la formacién
de la especializacién del SVN se ve afectada por el contexto de crianza que los individuos
experimentan durante el desarrollo. Para ello se realizaron tres aproximaciones
comparativas: i) comparando entre O. degus criados en condiciones de cautiverio vs
animales criados en su habitat natural ii) enire O. degus criados en condiciones de
aislamiento social vs animales criados en su hébitat natural ii) entre O. degus y Octodon
lunatus, una especie hermana que se caracteriza por presentar hébitos sociales

contrastantes.




1. El Sistema olfatorio en los mamiferos: El sistema vomeronasal (SVN).

En los mamiferos, el olfato constituye wna modalidad sensorial dominante,
principalmente en aquellos grupos en que la comunicacion quimiosensorial esta altamente
especializada (Brennan & Keverne, 2004). Existen diversas conductas que son coordinadas
mediante el uso de estimulos olfatori;as, y en torno a éstas, los mamiferos han desarrollado
diferentes especializaciones relacionadas a la liberacion, recepcién y procesamiento de
dichos estimulos.

Entre los distintos subsistemas olfatorios existentes, el sistema vomeronasal (SVN)
ha sido estrechamente relacionado a la modulacion y al establecimiento de las conductas
sociales y sexuales. Se observé por ejemplo que la ablacion de parte del sistema reduce
drasticamente las respuestas asociadas a la discriminacién e identificacién de los
individuos conespecificos (Keller et al., 2006, Chamero et al., 2007). El SVN recepciona
de forma principal pero no exclusiva, las méléculas que son liberadas y recepcionadas por
miembros de la misma especiec o de especies relacionadas denominadas semioquimicos.
Entre ellas se encuentran las feromonas, que en el caso de los mamiferos participan en la
coordinacion de las conductas sociales y sexuales, siendo esta regulacién contingente a las
caracteristicas propias de cada especie y de su contexto social y ecologico.

El SVN consta de un 6rgano sensorial, el érgano vomeronasal (OVN) que es una
estructura tubular pareada, ubicada bajo la cavidad nasal, y que conecta con ésta tiltima
mediante un ducto, el ducto vomeronasal (Fig. 1y 2). El OVN alberga dos poblaciones
neurcnales que se distinguen, entre otros aspectos, en que expresan miembros de distintas
superfamilias de receptores metabotrdpicos: Los receptores VIR y V2R. Ademds, ambas

familias de receptores se acoplan a proteinas G distintas: los receptores VIR estin




acoplados a la proteina Gai2, y los receptores V2R a la proteina Goo (Wekesa & Anholt,
1999). En general, la union de ligandos (semioquimicos) a ambos tipos de receptores
activa una cascada de transduccién asociada a la produccion de inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). Enj particular, el DAG juega un rol principal en la actividad de las
neuronas vomeronasales ya que activa a los canales TRPC2, cuya apertura permite el
ingreso de Na* y Ca ** al interior de las células y su subsecuente depolarizacién (Lucas et
al., 2003). Se ha reportado que la interrupcion de la cascada de transduccién sensorial,
mediante ablacion genética de los canales TRPC2 presentes en las neuronas
vomeronasales, resulta en una reduccién de la respuesta electrofisioldgica a la orina y/o sus
componentes volatiles y en la generacion de severas anormalidades conductuales.
Anatomicamente, los somas de las neuronas vomeronasales VIR y V2R se
encuentran segregados en el OVN: las neuronas VIR se ubican en la zona apical, cercanas
al lumen del OVN mientras que las neuronas V2R se ubican en la zona basal. Los axones
de ambos tipos neuronales proyectan de forma paralela a la region dorso-caudal del bulbo
olfatorio, el bulbo olfatorio accesorio (BOA, Fig. 1 y 2). En dicha zona, las proyecciones
de las neuronas vomeronasales forman parte de dos subdominios segregados
anatémicamente: anterior (aBOA, VIR) y posterior (pBOA, V2R). Las arborizaciones
terminales de las neuronas vomeronasales forman contactos sindpticos en estructuras
denominadas glomérulos, tanto con neuronas locales (interneuronas yuxtaglomerulares y
granulares) como con neuronas de proyeccion secundarias (mitrales y tufted). Estas tltimas
proyectan sus axones a distintos nicleos presentes a nivel telencefélico, los que estdn
relacionados principalmente a la modulacién de tipo neuroendocrina (Mitsui et al., 2011;

Martinez- Marcos, 2009).




Al caracterizar la funcionalidad de las vias vomeronasales VIR v V2R se observd
que ambas presentan marcadas diferencias en relacién al tipo de estimulo que recepcionan
(Krieger et al., 1999). Las neuronas V1R son principalmente activadas por un amplio rango
de moléculas volatiles (ej. moléculas lipofilicas) (Boschat et al., 2002) y las neuronas V2R
por moléculas no-volatiles (ej. péptidos presentes en secreciones corporales ¥ en la orina)
(Leinders-Zufall et al., 2004; 5bKimoto et al., 2005). Ademsés, se ha mostrado que el aBOA
(via VIR) responde de forma principal a los semioquimicos liberados en el contexto
reproductivo (interacciones macho-hembra), mientras que el pBOA (V2R) estaria
relacionado principalmente a las interacciones entre individuos del mismo sexo, por
gjemplo, en las conductas de agresion (Dudley & Moss, 1999; Inamura et al. 1999; Kumar
et al. 1999; Matsuoka et al. 1999; Halem et al. 2001). Por 1ltimo, se ha observado que las
neuronas vomeronasales VIR y V2R responden de forma diferencial a distintos contextos
etologicos: Una neurona del tipo VIR puede responder a estimulos asociados con distintos
contextos (gj. conespecificos, predatorios), mientras que una neurona V2R s6lo a una tnica

categoria etolégica (ej. conespecificos o predatorios) (Isogai et al., 2011).
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Figura 1.- El SVN en los mamiferos. A) Esquema sagital de la nariz de una rata que muestra los
distintos subsistemas olfatorios presentes en los mamiferos. Se destaca la presencia del OVN (VNO: sigla en
inglés), presente bajo la cavidad nasal y del BOA (AOB: sigla en inglés) en la zona dorsal-caudal del bulbo
olfatorio principal (MOB: sigla en inglés). B) En un esquema de un corte transversal del OVN, se muestra la
distribucion de las poblaciones de neuronas VIR (rojo) y V2R (verde), que proyectan de forma paralela al
BOA, formando parte de los subdominios aBOA (anterior AOB) y pBOA (posterior AOB). Se muestran
ademas la proyeccion de las neuronas mitrales/tufied de ambos subdominios aferentando distintos blancos a
nivel telencefilico. Esquema adaptado de Brennan & Keverne, 2004. Tabla: Resumen de las particularidades
anatomicas, moleculares, de recepcion de ligandos y del contexto asociadas a las vias vomeronasales VIR y
V2R. BNST, nucleo del lecho de la estria terminal; BAOT, nucleo del lecho del tracto olfatorio accesorio;
MeA, amigdala medial; PMCo, nicleo amigdaloide posteromedial cortical.
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Figura 2. Organizacion de las vias vomeronasales VIR y V2R. A) Esquema que muestra las neuronas
vomeronasales VIR (rojo) y V2R (verde). cuyos somas se ubican en ¢l OVN. Las neuronas de ambas
poblaciones proyectan de forma segregada al BOA, formando parte de los subdominios aBOA y pBOA
respectivamente. En ambos subdominios, las arborizaciones terminales de las neuronas vomeronasales
realizan contactos sinapticos con las arborizaciones dendriticas de las neuronas de proyeccion secundaria
(células mitrales/tufted), formando glomérulos (esferas) en la CG (GL) (modificado de Suirez et al., 2009b).
B) Corte transversal del OVN de rata. Mediante la inmunoreactividad usando anti-LEA se observan ambas
poblaciones de neuronas vomeronasales: VIR (apical, asterisco rojo) y V2R (basal, asterisco verde)
(modificado de Salazar et al., 2009). C) Corte sagital del bulbo olfatorio de rata, mostrando el BOA.
Mediante la inmunoreactividad con anti-Gi2 (via VIR), que marca la CNV y la CG del aBOA de forma
exclusiva, se puede observar la division entre ambos subdominios (cabezas de flecha). En el BOA se
destacan las laminas que conforman el BOA, que estin presentes en ambos subdominios del BOA. CNV
(VN). capa del nervio vomeronasal; CG (Gl), capa glomerular; CPE (EP), capa plexiforme externa; CM/T
(M/T), capa de células mitrales/tufted, CPi, capa plexiforme interna; lot, tracto olfatorio lateral CGr (Gr),

capa granular.




2. Desarrollo del SVN: Diversidad anatomica y el rol de la experiencia.

Los estudios referentes al desarrollo del SVN han mostrado en distintas especies el
curso temporal del establecimiento de las vias vomeronasales VIR y V2R y parte de los
mecanismos moleculares implicados en este proceso. A partir de estos estudios, se ha
observado que existen marcadas diferencias en el tiempo de desarrollo de las estructuras
del SVN entre las especies precociales (que presentan un alto grado de madurez senso-
motora y una menor dependencia del cuidado parental post-nacimiento) y altriciales (que
presentan un bajo grado de madurez senso-motora y una mayor dependencia del cuidado
parental post-nacimiento). En las especies precociales, como los cerdos y ovejas, tanto el
OVN como el BOA estin presentes durante la etapa prenatal. Junto con ello, ambas
estructuras expresan marcadores moleculares asociados a la via VIR (OMP, Gai2 vy la
lectina LEA), observados en las etapas postnatales. Por tltimo, el BOA posee una
estructura laminar en las etapas prenatales, similar 1o observado en la etapa adulta. Se ha
sugerido entonces que en la especies precociales las estructuras del SVN alcanzarian un
alto grado de maduracién anatémica durante las etapas prenatales, pudiendo incluso ser un
sistema funcional durante esta etapa (Salazar et al., 2003b y 2004). En el caso de Ias
especies altriciales, como los ratones y las ratas, se ha reportado que el OVN esta presente
durante las etapas tempranas del desarrollo prenatal, y el BOA surge sélo durante las
etapas finales, cercanas al nacimiento. Sin embargo, se ha observado que tanto el OVN
como el BOA alcanzan un alto grado madurez anatémico y electrofisiolégico s6lo durante
las etapas postnatales. (Salazar et al., 1998 y 2003a; Sugai et al., 2005). En las ratas, la

madurez electrofisiolégica fue determinada mediante la realizacion de registros de




potencial de campo evocado en rebanadas sagitales de bulbo olfatorio. Al registrar en las
distintas capas del BOA en individuos de distintas edades, entre P1 y P18, se observd que
solo en P18 existia un registro con un curso temporal del potencial de campo similar al
observado en la etapa adulta (P60) (Sugati et al., 2005).

Por ofro lado, diversos trabajos realizados en animales altriciales utilizados como
organismos modelo (ratones y ratas), han revelado que la experiencia quimiosensorial
temprana es un factor relevante en la ontogenia del SVN. En particular, se observé que en
ratones recién nacidos existe un aumento en la exuberancia y un retraso tiempo de
coalescencia de las arborizaciones terminales de las neuronas vomeronasales en los
glomérulos del BOA, luego de realizar una estimulacién prolongada con una feromona
(Hovis et al., 2012). Esto muestra que la actividad neuronal desencadenada por la
recepcion de estimulos feromonales puede regular la conectividad funcional desde el OVN
al BOA, en las etapas tempranas del desarrollo postnatal. Ademds, en otro trabajo se
mostré que el mimero de receptores VIR 6 V2R presentes en el OVN puede sufrir
modificaciones durante las etapas postnatales tempranas del desarrollo de los ratones,
cuando se les expone a la orina de un ratén de otra cepa (Broad & Keverne, 2011). Los
antores sugieren la existencia de modificaciones epigenéticas en la expresion de los
receptores vomeronasales, en relacion a las modificaciones ocurridas en el contexto
quimiosensorial.

Por ultimo, se ha sugerido que el contexto en el que se desarrolla un individuo
ejerceria un efecto sobre la morfologia del SVN. Se reporté que en el tupaya comiin
(Tupaia glis: Scandentia) ocurre una reduccion significativa del tamafio -de parte de las
laminas que forman el BOA en individuos adultos que nacieron y se criaron en condiciones

de cautiverio, con respecto a individuos adultos capturados en terreno (Frahm et al., 1984).
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Los autores sugieren que la interrupcion de las interacciones sociales durante el desarrollo
ontogénetico temprano, en los animales criados en cautiverio, posiblemente tendria un

efecto permanente en el desarrollo del BOA.

3. Diversidad morfologica del SVN en la filogenia de los mamiferos.

En los mamiferos, el SVN est4 presente en Ja mayoria de las especies y presenta una
alta diversidad en su morfologia. En el caso de los mamiferos placentados se han reportado
especies que presentan énfasis distintos entre los subdominios del BOA, lo que refleja que
las vias vomeronasales cambian de forma independientemente. Las diferencias observadas
comprenden i) un mayor tamafio relativo del BOA en los roedores caviomorfos
sudamericanos (respecto de la regresion alométrica de los mamiferos) (Sudrez & Mpodozis
2009, Sudrez et al., 2011b) y un menor tamafio relativo presente en los ungulados,
carnfvoros y primates (Takigami et al., 2000 y 2004) ii) desaparicién de una de las vias
vomeronasales, principalmente la via V2R, observado en ardillas, hyrax, primates del
parvorden Platyrrhini y en gran parte de los laurasiatherios (Sudrez et al., 2011b; Takigami
et al., 2000 y 2004) y iii) la desaparicion de ambas vias vomeronasales en cetaceos,
primates del parvorden Catarrhini (incluido el ser humano), sirénidos, y en gran parte de
los murciélagos (Mann, 1961; Meisami& Bhatnagar 1998; Ngweyna et al., 2011; Zhao et

al., 2011).
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4. Especializaciones socio-ecoligicas y su posible rol en la formacidon del BOA: el caso

de los roedores caviomorfos.

Recientemente, se reportaron dentro del grupo de los roedores caviomorfos especies
que poscen diferencias morfométricas entre los subdominios aBOA y pBOA. Estas
diferencias involucran tanto el volumen de los subdominios como el niimero y el tamafio
de glomérulos presentes en cada uno de ellos (Suarez & Mpodozis, 2009a; Suarez et al.,
2011a). En particular en el roedor caviomorfo Octodon degus, el aBOA presenta un
volumen mayor y posee glomérulos més grandes y numerosos que el pBOA (aBOA >
pBOA) (Fig. 3 A—D). En otra especie, el Capibara (Hydrochaerus hydrochaeris), se
observé una heterogeneidad morfométrica entre los subdominios del BOA con un signo
distinto: el pBOA presenta un volumen mayor y posee mas glomérulos que el aBOA
(pBOA > aBOA) (Fig. 3 E—H).

Se ha sugerido que en O. degus, la mayor representacion anatomica del aBOA
estaria asociada con un mayor uso de la via VIR (Suarez y Mpodozis, 2009). Por el
contrario en el capibara, la mayor representacion anatomica del pBOA estaria asociada con
un mayor uso de la via V2R (Suérez et al., 2011a). Dicha propuesta surge a partir de
comparar ambas especies, las cuales exhiben modos de vida conirastantes en relacién al
uso de semioquimicos: O. degus vive preferentemente en ambientes semidridos y presenta
un repertorio conductual asociado al uso preferencial de estimulos volétiles (ej. realizacion
de bafios de tierra, ver seccion siguiente), los que son recepcionados por las neuronas VIR.
El capibara, por el contrario, vive preferentemente en ambientes hiimiedos, y exhibe un

repertorio conductual asociado al uso preferente de estimulos no-volatiles (e¢j. marcaje
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mediante secreciones oleosas, modo de vida semiacuatico), lo que son recepcionados por
las neuronas V2R.

La propuesta mencionada anteriormente surge a partir de observaciones realizadas
exclusivamente en individuos adultos. Por el contrario, se desconocen los aspectos
relacionados al origen y al establecimiento de la heterogeneidad morfométrica entre los
subdominios del BOA en la ontogenia de las especies estudiadas. A partir de los

antecedentes expuestos surgen las siguientes preguntas:

I. ;En que momento surge la heterogeneidad morfométrica entre los subdominios

del BOA en la ontogenia?

2. (Los parimetros asociados al modo de vida ejercen algin efecto sobre el

desarrollo de la relacion morfométrica de los subdominios del BOA?

Para poder dar respuesta a estas interrogantes, en esta tesis se realizo un estudio del
desarrollo del SVN en O. degus, con un énfasis en la formacion del BOA. Como veremos a
continuacién, esta especie posee un variado repertorio conductual en relacion a la
comunicaciéon feromonal, siendo un interesante modelo para estudiar el desarrollo de la

heterogeneidad morfométrica presente en el BOA.
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Figura 3. Heterogeneidad morfométrica entre los subdominios del BOA presente en los roedores

HiR

caviomorfos. A) O. degus en su habitat natural. B) Esquema que muestra parte del SVN de O. degus. Se
destacan la diferencia en el tamafio de los subdominios y en el nimero de glomérulos presente en cada uno
de ellos, siendo mayor en el aBOA que en el pBOA. C) Fotomicrografia de una seccion sagital del BOA del
O. degus. Se observan las distintas capas que lo componen y una hendidura que divide los subdominios
aBOA y pBOA (cabezas de flecha). D) Los subdominios del BOA en O. degus son morfométricamente
distintos:(A) El aBOA posee el doble de volumen del pBOA. Los glomérulos del aBOA son mas numerosos
(B) y de mayor tamaiio (C) que los del pBOA. Los valores corresponden al promedio + error estindar. *
p<0,000001 (Modificado de Suirez & Mpodozis, 2009). E) Capibara en su habitat natural. F) Esquema que
muestra parte del SVN del Capibara. Se destacan la diferencia en el tamafio de los subdominios y en el
nimero de glomérulos presente en cada uno de ellos, siendo el pBOA mayor que el aBOA. G)
Fotomicrografia de una seccion sagital del BOA del Capibara. Se observan las distintas capas que lo
componen y la hendidura que divide ambos subdominios (cabezas de flecha). H) Los subdominios del BOA
en el Capibara son morfométricamente distintos, pero con un signo distinto al observado en O.degus. (A) El
pBOA posee un mayor volumen que el aBOA. Los glomérulos del pBOA son mas numerosos (B) que los del
aBOA. No existen diferencias en el tamaifio de los glomérulos entre ambos subdominios (C). Los valores
corresponden al promedio + error estandar. ** p<0,03. ns, diferencia no significativa. Modificado de Suarez
& Mpodozis, 2009a. CNV, capa del nervio vomeronasal; CG, capa glomerular; CPE, capa plexiforme
externa; CM/T, capa de células mitrales/tufted; CPL tracto olfatorio lateral; CGr, Capa granular. Barra: 500
um (A): 200 um (B y C). Modificado de Sudrez et al., 201 1a.
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5. Octodon degus: Ecologia y conducta.

Dentro del grupo de los roedores caviomorfos se encuentran aquellos pertenecientes
a la familia Octodontidae. Las especies que conforman dicho grupo se caracterizan por
poseer una amplia diversidad de modos de vida (hdbitos diurnos, nocturnos y
crepusculares; subferrdneos y de vida en la superficie; solitarios y gregarios) y habitar en
ambientes con arreglos distintos (pastizales abiertos, bosques densos ¢ planicies saladas
extremadamente aridas) (Mares &Ojeda 1981, Redford & Eisenberg 1992). Las
caracteristicas mencionadas anteriormente convierten a esta familia en un excelente grupo
para abordar distintas problematicas en el campo de la neuroanatomia comparada (Vega-
Zuniga et al., 2013}

Uno de los miembros de la familia Octodontidae es Octodon degus, una especie
que se caracteriza por vivir en ambientes semiaridos y mediterraneos y que se distribuye en
las zonas norte y centro de Chile. O. degus es una especie diurna y altamente social, con
grupos compuestos por un macho dominante y por un grupo de hembras (2-5 individuos),
més la descendencia generada. Viven en madrigueras durante parte del dia, aunque
invierten gran parte del tiempo en la superficie, principalmente durante el forrajeo.

Los distintos grupos sociales tienden a cooperar de distintas maneras: construyen las
madrigueras de forma grupal y ademas realizan Ilamadas de alarma ante la presencia de
algiin predador u otra amenaza. En relacion al ciclo reproductivo, las hembras poseen un
periodo de gestacion de 90 dias, naciendo entre 3-7 individuos durante Septiembre-
Diciembre. El cuidado de las crias se realiza, al parecer en comunidad (hembras nodrizas,
datos obtenidos en laboratorio). Las crias al nacer son precociales y permanecen junto a los

padres durante ¢l primer mes de vida, luego de lo cual ocurren eventos de dispersion, en
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particular de los machos. La madurez sexual en ambos sexos se alcanza entre los 5y 6
meses de vida.

En relacién a la comunicacién olfatoria, se ha propuesto que en 0. degus existe un
predominio del uso de estimulos volatiles. En particular, esto estaria asociado con el hecho
de vivir en un hébitat semiarido durante gran parte del afio y a la prevalencia de las
conductas de marcaje dec escena asociadas a la liberacién de estimulos volatiles de largo
alcance y corta duracion. Un ejemplo es la conducta de frotar el cuerpo sobre un sustrato
(bafios de tierra) (Ebensperger, 2000; Ebensperger & Caiozzi, 2002, Soto-Gamboa, 20053).
Aquella conducta se considera un mecanismo conservado mediante el cual se minimizaria

el alza de las conductas agonistas, principalmente durante la época reproductiva.
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6. Planteamiento del problema, desde una perspectiva del desarrollo y de la

filogenia.

Los antecedentes mencionados anteriormente muestran que:

1. Las vias vomeronasales VIR y V2R cambian de forma independiente una de la
otra en la filogenia de los mamiferos.

2. El SVN poseen un caracter plastico durante el desarrollo, siendo las vias
vomeronasales sensibles a aspectos relacionados con la experiencia olfatoria y el contexto
social/ecoldgico de los individuos.

3. Existe una estrecha relacién entre la presencia de un sesgo morfométrico,
asociado a un mayor tamafio de uno los subdominios del BOA (aBOA>pBOA viceversa) y

los pardmetros relacionados al modo de vida, propios de cada especie.

A partir de estos antecedentes, nosotros sugerimos que la heterogeneidad del
BOA (aBOA>pBOA o viceversa), presente en algunos mamiferos, podria surgir y
establecerse durante el periodo en que ¢l desarrollo del SVN es susceptible a
aspectos relacionados con la experiencia sensorial en que las especies se
desenvuelven durante su vivir

Esta tesis tiene como proposito principal el caracterizar, desde un punto de vista
neuroanatémico, el curso temporal del desarrollo de las vias vomeronasales VIR y V2R
en el roedor O. degus. Para ello se estudiara el establecimiento de la madurez anatémica
de las estructuras asociadas al SVN, junto con analizar €l curso temporal de la relacién

morfométrica entre los subdominjos del BOA. Junto con ello, se analizaran los tipos
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celulares asociados a cada uno de los subdominios del BOA y su relacién con la
formacion de la heterogeneidad morfométrica.

Finalmente, se analizara la posible relacion existente entre el contexto en que se
desarrollan los individuos con la presencia de la especializacion del BOA. En el caso de
O. degus, nosotros hipotetizamos que el contexto social en el cual se desarrollan los
individuos podria tener un impacto sobre el establecimiento de la relacién morfométrica
entre los subdominios del BOA. Esto ultimo surge al considerar que O. degus es una
especie altamente social, siendo dicho contexto un aspecto fundamental de su vivir.
Aquello nos invita a pensar que el amplio repertorio conductual asociado a las
interacciones de tipo social que exhibe Q. degus podria tener un efecto sobre la formacion
de su sensorialidad, pudiendo dar paso a la generacion de especializaciones que surgen en
relacion al vivir en aquel contexto, Para abordar este problema, en esta tesis se realizaron
tres aproximaciones comparativas: i) comparando O. degus criados en cautiverio con
individuos criados en el hébitat natural (capturados), ii) comparando O. degus aislados
socialmente (experimento preliminar) con individuos capturados y iii) comparando a

O.degus con una especie hermana que presenta un habito social contrastante.
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HIPOTESIS

1. En Octodon degus, la heterogeneidad morfométrica de los subdominios del
bulbo olfatorio accesorio (BOA) surge y se establece durante el periodo postnatal,
asociado la maduracién anatémica y a la organizacion de los tipos neuronales que

lo componen.

2. La relacion morfométrica de los subdominios del BOA es distinta entre
individuos que se desarrollan en contextos de crianza contrastantes, en relacion al

ambito social.

Objetivo general

- Caracterizar la anatomia y la morfometria de las estructuras que componen a las
vias vomeronasales VIR y V2R de O. degus, en distintas etapas del desarrollo.

- Analizar la morfometria del BOA entre individuos que se desarrollan en contextos

de crianza contrastantes.
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Objetivos especificos.

1. Analizar el curso ontogénico de Ja maduracién anatémica del sistema

vomeronasal de O. degus.

2. Analizar el curso temporal de la relacién morfométrica entre los subdominios del

BOA de O. degus.

3. Analizar los tipos celulares asociados a la formacion del BOA, en etapas claves

del desarrollo de la heterogeneidad morfometrica en O. degus.

4. Realizar un analisis comparado entre O. degus que se desarrollan en contextos

de crianza distintos.

5. Realizar un anélisis comparado entre O. degus y una especie hermana con

hébitos sociales contrastantes.
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METODOLOGIA

1. Animales.

Durante el mes de Agosto, entre los afios 2012 y 2013, un total de 7 hembras
prefiadas de O. degus fueron capturadas en poblaciones naturales presentes en Rinconada
de Maipu, las que posteriormente fueron trasladadas al laboratorio. Los individuos fueron
ubicados en cajas separadas de 50 de ancho x 60 largo x 40 alto, bajo condiciones
artificiales de luz y oscuridad, con agua y comida ad /ibitum. Las camadas pertenccientes
a dos de las hembras prefiadas fueron utilizadas para los estudios realizados en la etapa
prenatal (ver seccién Histologfa). En el mes de Septiembre nacieron 5 camadas, con 4- 8
crias cada una, las que permanecieron junto a la madre durante el primer mes de vida.
Posteriormente la madre fue retirada, permaneciendo las crias en grupos de hermanos
consanguineos. En la realizacién de esta tesis, se utilizaron muestras tanto del OVN como
el bulbo olfatorio de individuos pertenecientes a distintas etapas del desarrollo: un estadio
prenatal (E80, E: dias postgestacion) y seis estadios postnatales (P1, P15, P30, P60, P150
y P>180; P: dias postnatal).

Junto con lo anterior, se obtuvieron muestras del bulbo olfatorio de animales
previamente perfundidos, con un protocolo similar al utilizado en este trabajo (ver
seccion Histologfa): O. degus adultos, criados en terreno (individuos capturados en
Rinconada de Maipti y en el parque nacional Fray Jorge) y Octodon lunatus adultos
(individuos capturados en Los Molles).

Por 1ltimo, se realizé un experimento de aislamiento social, en que 6 individuos

fueron puestos de a pares en jaulas desde el primer mes de vida. Las jaulas fueron
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dispuestas en habitaciones separadas, evitando con esto el contacto con olores
provenientes de otros individuos. Las animales permanecieron en aquella condicion hasta
el sexto mes de vida (P180). Posteriormente fueron perfundidos y el bulbo olfatorio fue

extraido para su posterior analisis.

2. Histologfa.

En el estudio de las etapas prenatales, se extrajeron los fetos de dos hembras
prefiadas, las cuales fueron previamente anestesiadas con una solucion de
ketamina/xilacina. Posteriormente, las fetos fueron extraidos y perfundidos con una
solucion de suero salino 0,9% y luego con paraformaldehido (PFA) 4%+ PBS 0,01M. La
edad de las crias fue estimada mediante la observaciéon de pardmetros morfologicos
(Rojas et al., 1982). Los cerebros y la nariz fueron puestos en una solucién fijadora de
PFA 4% en PBS 0,01M, por varios dias. En el caso de individuos nacidos en las etapas
postnatales, éstos fueron extraidos de las camadas en los tiempos evaluados y perfundidos
de forma similar a lo descrito anteriormente. Posteriormente, los cerebros y la nariz
fueron extraidos y puestos en PFA 4% en PBS 0,01M por varios dias.

Los bulbos olfatorios fueron cortados en. secciones parasagitales de 40 pm de
grosor en un micrdtomo de congelacidn, ordenados en series y guardados en placas que
contienen PBS 0,01M. El OVN fue extraido de la nariz de los individuos, embebido en
gelatina de piel de porcino (Sigma ®) o en Parafina (Paraplast®) y cortado en secciones
transversales de 30 pm (inclusion en gelatina) y 10 pm (inclusioén en parafina) de grosor,
para la realizacién de distintos protocolos de inmunohistoquimica y tinciones histologicas

(Cresil violeta y Hematoxilina- Eosina). Las secciones embebidas en gelatina fueron
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ordenadas en series y guardadas en placas que contienen PBS 0,01M. Las secciones

embebidas en parafina fueron puestas en portaobjetos silanizados para su posterior uso.

3. Inmunohistoquimica.

Se utilizd una serie de secciones de OVN y de bulbo olfatorio por individuo para la
realizacion de protocolos de inmunohistoquimica. Se utilizaron dos métodos de revelado:
i) mediante el uso anticuerpos acoplados a la enzima peroxidasa y revelados con
Diaminobenzidina (DAB, Inmunohistoquimica colorimétrica) y i) anticuerpos acoplados
a un fluoréforo (Inmunofluorescencia).

Las secciones que fueron obtenidas usando el micrétomo de congelacion fueron
lavadas con PBS 1X y posteriormente incubadas en buffer citrato de sodio (10mM, pH
6.0) a 80°C por 30 minutos. Las secciones que fueron embebidas en parafina fueron
tratadas previamente con xilol y rehidratadas usando soluciones de etanol en distintos
porcentajes (100%, 95%, 70%, 50 %., PBS 0,01M. Posteriormente, las secciones
embebidas en parafina fueron incubadas en una solucién de buffer citrato de sodio
(10mM, pH 6.0) a 80°C por 30 minutos.

Las muestras tratadas para el revelado con Diaminobenzidina (DAB) fueron
incubadas en agua oxigenada 3% -+ metanol 10% en PBS 0,01M (1X), lo que produce la
inactivacion de la enzima peroxidasa presente en el tejido. Luego fueron incubadas en
una solucidén bloqueadora (Normal Horse Serum 5% en PBS 1X + witon 0,3%) y
posteriormente en una solucién que contiene un anticuerpo primario por toda la noche, a
4°C. Los anticuerpos utilizados en las secciones del OVN fueron: anti-Gai2 mouse

monoclonal 1:200 (Santa Cruz Biotech) y anti-OMP mouse monoclonal 1:500 (Santa
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Cruz Biotech). En las secciones de bulbo olfatorio fueron utilizados anti-Ggiz mouse
monoclonal 1:200 (Santa Cruz Biotech), anti-OMP mouse monoclonal 1:500 (Santa Cruz
Biotech) y anti-vGLUT-2 mouse monoclonal 1:1000 (NeuroMab). Posteriormente, se
incubd con un anticuerpo secundario (anti-mouse biotinilado 1:500 (Vector)). Por tiltimo,
las secciones fueron incubadas con una solucién que contiene el complejo Avidina-
Biotina (1:500), por 1 hora y revelados usando DAB 0,25 mg/mL y agua oxigenada
0,001%. Las secciones fueron montadas en portaobjetos y cubiertas finalmente con el
medio de montaje Entellan ® (Merck). Las imagenes fueron obtenidas mediante un
microscopio de campo claro, acoplado a una cdmara y al software SPOT (Spot Advanced,
Diagnostic Instrument, Inc.). Las secciones que fueron reveladas mediante
inmunofluorescencia fueron incubadas en una solucién bloqueadora (Normal Horse
Serum 5% en PBS 1X - triton 0,3%) y posteriormente con el anticuerpo primario anti-
OMP mouse monoclonal 1:500 (Santa Cruz Biotech) por toda la noche, a 4 °C. Luego
fueron tratadas por 2 horas con un anticuerpo secundario (anti-mouse que se encuenira
acoplado al fluoréforo Rodamina (1:500, Invitrogen)) y finalmente incubados con DAPI
por 5 minutos. Posteriormente, las secciones fueron montadas en portaobjetos y cubiertas
con el medio de montaje Fluosave ™ Reagent (Merck).

Las imdgenes fueron obtenidas mediante el uso de un microscopio de
epifluorescencia, acoplado a un spining-disk (Olympus BX60) y mediante a una camara
Hammamatsu C10600, acoplada al programa Cells Sense ®, para el procesamiento de

imagenes.
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4. Morfometria.

Se estimd, mediante el método estereologico de Cavalieri, el volumen de las
regiones apical (V1R) y basal (V2R) del epitelio sensorial del OVN en O. degus de P15 y
P>180. Previamente, se realiz6 la inmunoreactividad en cortes de 30 pm de grosor con el
anticuerpo anti-Ggp, que marca exclusivamente las neuronas de la region apical del
OVN. Posteriormente, los cortes fueron contratefiidos con cresil-violeta y puestos bajo un
microscopio de campo claro, el que posee una platina motorizada y una camara
MicroFire (Optometrics ®) acoplada. Utilizando el programa Stereoinvestigator 6.0, se
realizd la medicion de los volimenes de las zonas apical y basal del OVN. Para la
medicion se utilizaron secciones de 30 um de grosor, abarcando toda la extension rostro -
caudal del OVN. Las secciones estaban separadas en intervalos de 120 pm. Se utilizd una
grilla de 30x30 um para el conteo. El coeficiente de error de Gundersen obtenido en todos
los individuos medidos fue menor a 0,1.

Junto con lo anterior, se estimd mediante el método de Cavalieri, el volumen de los
subdominios aBOA y pBOA en los cortes tefiidos con cresil-violeta. Se considero para la
medicion la capa del nervio vomeronasal (CNV), la capa glomerular (CG), la capa
plexiforme externa (CPE) vy la capa de células mitrales tufted (CM/T). Diferente a lo
realizado por Suarez & Mpodozis (Suarez & Mpodozis, 2009) en este trabajo se
cuantifico el BOA en toda su extension en el eje medial-lateral. En secciones que fueron
tratadas utilizando anti-vGLUT-2 y contratefiidas con cresil-violeta, se estimé el volumen
que comprende solo a la capa glomerular (CG). Para ambas mediciones se utilizé una

serie de cortes de 40 pm de grosor, con un intervalo de 80 um entre los cortes medidos.
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Se utilizo una grilla de 30x30 pm para el conteo. El coeficiente de error de Gundersen en
todos los casos fue menora 0,1.

En individuos adultos de O. degus, se estim6 el mimero de células mitrales/tufted
de loas subdominios aBOA y pBOA, en la zona en que se encuentran en mayor densidad
(capa de células mitrales/tufted). Para ello, se utilizaron secciones sagitales del bulbo
olfatorio, las que fueron previamente tefiidas con cresil-violeta. Para la realizacion del
conteo se utilizé el método estereolégico del Fraccionador Optico, usando una grilla de
100x100 pm y un marco de conteo de 50x50 pm. El coeficiente de error de Gundersen

obtenido en todos los casos fue menor a 0,1.

5. Andlisis estadistico.

Para evalvar las diferencias entre los distintos grupos estudiados, se utilizé la
estadistica no paramétrica para el andlisis de los datos, debido a que el bajo “n” muestral
no permite que los datos satisfagan los supuestos de las pruebas paramétricas. Para
comparar los datos obtenidos del aBOA. y del pPBOA en cada uno de los estadios del
desarrollo de O. degus y en las distintas especies adultas estudiadas, se utilizé la prueba
de Wilcoxon para muestras dependientes. Para saber si existen diferencias significativas
enfre en las etapas del desarrollo estudiadas se realizé en primer lugar la prueba de
Kruskal-Wallis y posteriormente para saber cuales grupos son los que difieren se utilizé
la prueba de Mann- Whitney, ambas para muestras independientes. Para comparar los
datos referidos al cuociente volumétrico (pBOA/aBOA) entre O. degus criados en
distintos contextos sociales y con O. lunatus, se utilizd la prueba de Mann- Whitney para

muestras independientes. Los datos fueron analizados utilizando el programa Statistica
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6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK). La obtencién de un valor de p<0,05, indicé la existencia de

diferencias significativas para todas las pruebas estadisticas.
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RESULTADOS

1. Desarrollo de las vias vomeronasales VIR y V2R: Curso ontogénico de la

maduracién anatémica del sistema vomeronasal de O. degus.

1.1. Maduracion anatomica de érgano vomeronasal (OVN) en la ontogenia de O.

degus.

Durante el dltimo tercio del periodo prenatal, el OVN estd presente como una
estructura separada del epitelio olfatorio principal (EOP). En E80, el OVN esta
representado como una estructura pareada.con forma tubular, cerrada en su extremo caudal
y ubicada bajo la cavidad nasal. En esta etapa el OVN se caracterizé por poseer i) un' ducto
vomeronasal abierto, que lo conecta con la cavidad nasal (Fig. 4 A) y ii) un epitelio
sensorial (ES) grueso y un epitelio no sensorial (ENS) delgado (Fig. 4, B y C). Aquellos

rasgos son similares a los observados en las etapas postnatales estudiadas (Fig. 5).
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Figura 4. El OVN esta presente en las etapas prenatales. Secciones transversales de la nariz de O.
degus de individuos E80 tefiidas con hematoxilina (nucleos)/eosina (citoplasma)/Alcian Blue (tincién de
cartilago). (A) La imagen muestra el ducto vomeronasal, que conecta el OVN con la cavidad nasal (cabeza de
flecha). B) Seccion de la zona media del OVN que muestra ambos 6rganos con forma de “media-luna”™. C)
Vista aumentada del OVN derecho. Se observa el epitelio sensorial (ES), no sensorial (ENS) y el lumen del
OVN (L). Barra, 100 pm.

Figura 5. Microfotografias de secciones transversales de la nariz de O. degus, que muestran la

morfologia del OVN en distintas etapas del desarrollo postnatal. P1—P150, tincién de hematoxilina-eosina

(H&E): P>180: H&E+Alcian Blue. Barra 50 um.
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Para evaluar la presencia de las poblaciones de neuronas vomeronasales VIR y V2R
en el OVN durante el desarrollo, se realizé la inmunoreactividad con el anticuerpo anti-
Guiz, cuya proteina estd presente de forma exclusiva en las neuronas VIR. No se logrd
obtener la inmunoreactividad de Ggiz» en el OVN de los individuos de E80. Sin embargo, en
esta etapa se observd que el BOA posee una marca Ggijy+ que se remite de forma exclusiva
al aBOA (ver detalles en seccién 1.2), lo que sugiere su presencia en €l OVN durante esta
etapa. Junto con ello, se evalué la marca Gypt+ en los estadios postnatales P15 (Fig. 6
A—D) y P>180 (Fig. 6 E—>H); en ambas etapas se observé la presencia de la proteina Gy,
en una poblacion segregada de neuronas, cuyos somas se ubican de forma exclusiva en la
zona apical del epitelio sensorial, cercano al lumen del OVN. La marca Ggp+ estaba
presente ademas en las dendritas, y fasciculos axonales de las neuronas vomeronasales a lo
largo de todo la extension rostral-caudal del epitelio sensorial. Los somas de las neuronas
vomeronasales que no poseen marca y s¢ ubican en la zona basal del OVN,
corresponderfan a aquellas neuronas que expresan la proteina Gg,, cuya expresion se

remite de forma exclusiva a las neuronas V2R.
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Figura 6. El OVN de O. degus posee dos poblaciones de neuronas vomeronasales. Imagenes de

secciones coronales del OVN de individuos P15 (A—D) y P>180 (E—H). Secciones representativas en
distintos puntos en la extension rostralcaudal del OVN, para ambas etapas. La inmuroreactividad usando
anti-G;; muestra que los somas de las neuronas Gg;; + (neuronas VIR) se ubican a lo largo del eje rostral-
caudal y de forma exclusiva en la zona apical (a) del epitelio sensorial. Los somas que no poseen marca G

+ se ubican en la zona basal (b) y corresponderian a las neuronas Gg, (neuronas V2R). La marca estaba

presente ademas en los fasciculos axonales (cabezas de flecha). (*) capa de células de soporte. Barra, 50 pm.
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Para analizar el grado de maduracion de las neuronas vomeronasales en las etapas
del desarrollo evaluadas, se realizé la inmunoreactividad con el marcador de neuronas
olfatorias maduras a nivel celular (OMP: olfactory marker protein). Esta proteina se
caracteriza por estar presente solo en las etapas finales de la diferenciacion celular de las
neuronas olfatorias. En E80, se observo la presencia de la marca OMP+ tanto en el OVN
(Fig. 7 A) como en el EOP (Fig. 7 B). La marca se distribuye en las dendritas, somas y
fasciculos axonales en ambos sistemas olfatorios. En el caso del OVN, las neuronas OMP+
estaban distribuidas en todo el grosor del ES. Sin embargo, gran parte de las células

presentes en el ES del OVN no presentaron marca OMP+ durante esta etapa.

Figura 7. Neuronas olfatorias maduras a nivel celular presentes en la etapa prenatal
Inmunoreactividad usando anti-OMP en O. degus de E80. (A) Seccion coronal de OVN muestra que solo una
fraccion de los somas del ES son OMP +. (B) Imagen muestra parte de la zona dorsal el EOP, que presenta
un alto nimero de células OMP+. Barra, 100 pm.
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En Pl1, las neuronas presentes en el epitelio sensorial del OVN expresan OMP en
todo el epitelio sensorial del OVN de manera homogénea (Fig. 8 A). Por el contrario, en
P15, se observd que existe una poblacién de neuronas ubicadas en la zona apical del
epitelio vomeronasal que posee una intensidad de marca OMP+ que fue mayor que en
aquellas ubicadas en la zona basal (Fig. 8 B). Aquella diferencia en la intensidad de marca
OMP+ persiste en las etapas posteriores del desarrollo (P30, P60, P150, P>180) (Fig. 8 Cy
D). Mediante la realizacion de microfotografias tomadas a nivel de un plano focal
(microscopia “spinnig-disk™) junto con la realizacidon de secciones delgadas del OVN (10
pm de grosor), se observé que la diferencia de intensidad de marca OMP+ observada entre
ambas zonas del OVN corresponde principalmente a una mayor expresiéon de la proteina
OMP en las neuronas ubicadas en la zona apical, con respecto a las de la zona basal (Fig. 9

AyB).
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Figura 8. Desarrollo del OVN en las etapas postnatales de O. degus. Inmunoreactividad usando anti-
OMP en secciones transversales del OVN. A) La imagen muestra que en P1, la marca de OMP se distribuye
de forma homogénea en el epitelio sensorial. En P15 (B) y en las etapas posteriores (C F ), la zona apical (a)
del epitelio sensorial posee una intensidad de marca OMP+ mayor que la zona basal (b). Las secciones fueron

contratefiidas con DAPI. Barra 50 pm.

Figura 9. Expresion diferencial de la proteina OMP entre las zonas apical y basal del OVN. A)
Microfotografia del OVN de individuos P>180, tomada en un plano focal del eje Z de un corte de 30 pm de
grosor, muestra que las neuronas ubicadas en la zona apical (a) poseen una mayor intensidad de marca que
las neuronas presentes en la zona basal (b). Las secciones fueron contratefiidas con DAPI. Barra 50 um. B)
Imagen de una seccién delgada (10 pm) del OVN. Las neuronas vomeronasales apicales (a) poseen una

mayor intensidad de marca que las neuronas basales (b), a nivel de una capa de células. Barra 50 pm.
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1.2. Maduracién anatémica de las zonas aBOA y pBOA en la ontogenia de O. degus.

En O. degus, el BOA esta presente en las etapas prenatales. En E80 el BOA posee
una forma laminar y se encuentra separado del BOP (Fig. 10 A). En esta etapa se observo
la presencia de la capa del nervio vomeronasal (CNV), la capa glomerular (CG), la capa
plexiforme externa (CPE), la capa de células mitrales /tufted (CM/T) y la capa de células
granulares (CGr) (Fig. 10 B). Una hendidura, presente en la CNV, CG, CPE y CM/T,
divide el BOA en dos zonas (aBOA y pBOA) de forma similar a lo reportado en los

individuos adultos (Suarez & Mpodozis, 2009) (Fig. 10 A y B).

~ ﬁq-"l h\"{;ﬂ._‘

e

Figura 10. El BOA esta presente desde la etapa prenatal. (A) Seccién sagital del bulbo olfatorio de O. degus
de ER0, teiiida con cresil-violeta, muestra el BOA (*) como una regién separada del BOP. Se destaca la
hendidura que divide al BOA en los subdominios anterior (aBOA) y posterior (pBOA) (cabezas de flecha).
Barra 200 pum (B) En una vista aumentada se observan las zonas el aBOA y el pBOA, ambas conformadas
por capas y divididas por una hendidura presente en la CNV, CG, CPE y CM/T (cabezas de flecha). Barra
100 um. CNV, capa del nervio vomeronasal; CG, capa glomerular; CPE, capa plexiforme externa; CM/T,
capa de células mitrales/tufted: CP1, capa plexiforme interna CGr, Capa de células granulares.
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Figura 11. Las vias vomeronasales estan segregadas en el BOA desde las etapas prenatales. (A)
Inmunoreactividad usando anti-Gai2 en el BOA de O. degus de E80. La imagen muestra una marca Ggpp +
presente de forma exclusiva en la CNV y en la CG del aBOA. En las etapas posteriores del desarrollo
postnatal (P1 (B). P15 (C). P30 (D). P60 (E), P150 (F)) dicho patron de marcaje G, + persiste. Las
secciones fueron contratefiidas con cresil-violeta. Barra 200 pm.
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Mediante la inmunoreactividad usando anti-Gg» se observd que en E80, las
proyecciones de las neuronas vomeronasales Gapp + estan ubicadas de forma exclusiva en el
aBOA (Fig. 11 A), similar a lo observado en la etapa adulta. La marca esta presente tanto
en la CNV como en los glomérulos de la CG. Al analizar las etapas del desarrollo
postnatal, se observé que la marca persiste en todas ellas (Fig. 11 B—D).

En los individuos de E80, el BOA presenté rasgos anatomicos inmaduros. En
secciones parasagitales del bulbo olfatoriq tefiidas con cresil-violeta, se observo que la CG
present6 un niimero bajo de células yuxtaglomerulares, las que se ubican preferentemente
en el limite entre la CG y la capa plexiformé externa (CPE) (Fig. 12 A). Junto con ello,
ambos subdominios presentaron un alto niimero de neuronas mitrales/tufied con un patron
de marcaje distinto al observado en la etapa adulta: se observé la presencia de la tincién en
el soma, no asi en los procesos dendriticos, cuyo marcaje es caracteristico de una neurona
mitral o tufted en un individuo adulto (Fig. 12A”). Por tltimo, ambos tipos de neuronas de
proyeccién secundaria se encuentran ampliamente distribuidas entre la capa de células
mitrales /tufted (CM/T) y la capa plexiforme externa (CPE) (Fig. 12 A). En P1, las células
yuxtaglomerulares rodean parcialmente a los _glomérulos (Fig. 12 B), habiendo una mayor
integracion de éstas en la CG en P30 (Fig. 12 C). Ademds en P15, las células
mitrales/tufted se ubican mayormente en la CM/T y gran parte de éstas neuronas muestra
un patrén de marcaje similar al observado en los individuos adultos, con la presencia de la
tincién tanto en el soma como en sus procesos dendriticos (Fig. 12 C’). En las etapas
posteriores del desarrollo postnatal (P30— P>180), se observé de forma cualitativa un
aumento progresivo en el grosor de la CG, siendo mayor en la CG del aBOA. Junto con

ello, hubo una mayor insercién de interneuronas yuxtaglomerulares en la CG de ambos
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subdominios rodeando a los glomérulos (Fig. 12 D—G). Por dltimo, se observd una
disminucion progresiva en el grosor de la CM/T de ambos subdominios del BOA entre P30

y P180 (Fig. 12 D—G)
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Junto con caracterizar la anatomia del BOA se evalu6 ademaés la expresién de dos
marcadores moleculares que dan cuenta de la maduraciéon de dicha estructura en el
desarrollo: el transportador vesicular de ghitamato (vGLUT-2) y OMP. vGLUT-2 esta
presente en los terminales presindpticos de las neuronas olfatorias, que liberan
principalmente glutamato en sus blancos sindpticos, participando del ingreso del
neurotransmisor en las vesiculas sinapticas. Se observé que en E80, la presencia de
vGLUT-2 estaba restringida a la CG, tanto en el BOA como en el BOP (Fig. 13 A y C).
Por otro lado, en esta misma etapa, OMP estaba presente en Ia CNV en la CG tanto del
BOA como del BOP (Fig. 13 B y D).

Al analizar la expresion de vGLUT-2 en las etapas postnatales se observo que la
marca estaba restringida a la CG del BOA y el BOP, de una forma similar a lo observado
en la etapa prenatal. La intensidad de la marca vGLUT-2+ vari6 entre las distintas etapas
analizadas, no habiendo aumento progresivo de la marca durante el desarrollo (Fig. 14
A—D). De forma interesante en P15, junto con haber una mayor cantidad de glomérulos
formados que en las etapas previa evaluadas, existen a la vez regiones dentro de la CG que
presentaron una marca vGLUT-2+, pero en las que no se forman glomérulos individuales
rodeados por células yuxtaglomerulares (Fig. 15). Aquellas “lagunas” de terminales

vomeronasales estaban presentes en mayor medida en la CG del aBOA (Fig. 15 A).
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Figura 13. Maduracién de los terminales olfatorios en el bulbo olfatorio en la etapa prenatal. (A y C)
Inmunoreactividad usando anti-vGLUT-2 en individuos E80 muestra una marca en la CG del BOA (A) y en
el BOP (C). Las secciones fueron reveladas con DAB + sulfato de niquel (tincion de color negro) y
contratefiidas con solucién de Giemsa. (B y D) Inmunoreactividad usando anti-OMP, muestra una marca en
la CNV y CG del BOA (B) y en el BOP (D). Las secciones fueron contrateiiidas con cresil-violeta. CNV,
capa del nervio vomeronasal; CG, capa glomerular. Barra 100 pm.
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Figura 14. Desarrollo de las arborizaciones terminales glutamatérgicas de las neuronas vomeronasales
en el BOA. Fotografias de secciones sagitales del bulbo olfatorio que muestran la expresion de vGLUT-2 en
ambos subdominios del BOA en las etapas postnatales P1 (A), P15 (B), P30 (C), P60 (D), P150 (E) y P>180
(F). Las secciones fueron contratefidas con cresil-violeta. Barra 200 pm.

Figura 15. Desarrollo de los glomérulos en el BOA. Imagenes muestran los subdominios aBOA (A) y
pBOA (B) de individuos P15, cuya CG presenta la marca vVGLUT-2+. Se destaca la presencia de “lagunas™
compuestas por las arborizaciones terminales de las neuronas vomeronasales VIR (aBOA) y V2R (pBOA)
(linea segmentada negra) y de glomérulos rodeados por células yuxtaglomerulares (linea segmentada roja),
en ambos subdominios. Se destaca la presencia de regiones que exhiben una intensidad de marca mayor
(cabezas de flecha), presentes en ambos subdominios.
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Al analizar la expresién de OMP en las etapas postnatales se observé que la marca
estaba presente tanto en la CNV como en la CG en los subdominios aBOA y pBOA. En P1
la intensidad de marca fue similar entre ambos subdominios (Fig. 16 A). Sin embargo, en
P15, se observé que el aBOA presentd una intensidad de la marca mayor que en el pBOA
(Fig. 16 B), un resultado similar al observado en €l OVN (ver seccién anterior). Ademas,
tanto en P15 como en P30 parte del total de los glomérulos presentaron una alta intensidad
de la marca, (Fig. 16 B y C), mientras que en las etapas posteriores (P60—P>180) los
glomérulos exhibieron una intensidad de marca homogénea. Por tltimo, en las etapas
posteriores del desarrollo postnatal (P60— P>180), la diferencia en intensidad de marca
OMP+ entre los subdominios del BOA persiste, siendo distinguible atin en la etapa adulta.

(Fig. 16 C—D).
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P>180

Figura 16. Maduracion de las arborizaciones terminales de las neuronas vomeronasales en el BOA.
Fotografias de secciones sagitales del bulbo olfatorio que muestran la expresion de OMP en los subdominios
del BOA en P1(A), P15 (B), P30(C), P60 (D), P150 (E) y P>180(F). Las secciones fueron contratefiidas con
DAPI. Barra 100 pm.
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Resumen Objetivo 1

. Las estructuras asociadas al SVN (OVN y BOA) estan presentes desde las etapas
prenatales, previo al nacimiento. Sin embargo muestran un alto grado de inmadurez

anatomico en dichas etapas.

. Tanto el OVN como el BOA exhiben una madurez anatomica similar a la
observada en la etapa adulta desde las etapas postnatales tempranas, entre P15 y P30. Esto
ultimo reflejado principalmente por:
i) La expresion diferencial del marcador de neuronas olfatorias maduras (OMP)
entre las neuronas VIR y V2R desde P15 en adelante.
ii) Una mayor presencia de células de proyeccién secundaria (mitrales/tufted)
con morfologia madura desde P15 en adelante.
ifiy Una mayor presencia de glomérulos rodeados por interneuronas

yuxtaglomerulares desde P30.
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2. Desarrollo de las vias vomeronasales VIR y V2R: Curso temporal de Ia

heterogeneidad morfométrica en O. degus.

2.1. Bulbo olfatorio accesorio anterior (aBOA) y posterior (pBOA).

Mediante métodos estereoldgicos, se realizé una estimacion del volumen total de los
subdominios aBOA y pBOA (Tabla 1) en distintos estadios del desarrollo postnatal. Para
dicha medicion se consideré el volumen de Ia CNV, CG, CPE y CM/T de cada uno de los
subdominios (ver metodologia). Se observé que en Pl no hubieron diferencias
significativas entre ambos subdominios (Z=1,826; p=0,068; n=4) (Tabla 1, 2 y Fig.17).
Sin embargo en P15, se enconiré una diferencia significativa entre ambos, siendo el
volumen del aBOA un 10% mayor que el volumen de pBOA (7=2,028; p=0,042; n=7). De
forma interesante, la diferencia entre ambos subdominios aumento en las etapas posteriores
del desarrollo. En P60, el valor de la heterogeneidad fue cercano al 90% del valor maximo
observado (Fig 18). Por lo tanto, la heterogeneidad volumétrica entre los subdominios del
BOA esta presente de forma conspicua desde dicha etapa. Finalmente en P150 la
heterogeneidad alcanzé un valor promedio méximo, siendo el volumen del aBBOA un 52%

mayor que el de pBOA (Z=2,2; p=0,04; n=5), similar a lo observado en la etapa adulta.
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Tabla 1. Volumenes promedio correspondientes a los subdominios anterior y posterior del BOA,
medidos en distintas etapas del desarrollo postnatal de O. degus. (*) Voltmenes (promedio error estandar)
expresados en mm’,

Edad aBOA® pBOA? (aBOA/pBOA)  n
Pl 0,27:£0,02 0,28+0,02 0,9 4
P15 0,35:0,03 0,3120,03 1,1 7
P30 0,5:0,02 0,41::0,02 1,2 7
P60 0,47:£0,02 0,3420,01 14 5
P150 0,6£0,05 0,39:0,02 1,5 5
P>180 0,660,05 0,42:£0,03 1,5 6

Tabla 2. Volumenes promedio correspondientes a los subdominios anterior y posterior del BOA,
medidos en distintas etapas del desarrollo postnatal de O. degus. Los datos fueron estandarizados por el

volumen del cerebro en. cada individno.

Edad aBOA® pBOA® (aBOA/pBOA) Prueba de Wilcoxon
P1 2,4x10% 2,6x 107 0,9 Z=1,8; p=0,07; n=4

P15 2,4x 10" 2,2x10* 1,1 Z=2; p=0,04; n=7 *

P30 3,1x10™ 2,6x 10" 1,2 7=272; p=0,03; n=7 *
P60 2,3x10" 1,6 x 10” 1,4 7=22; p=0,04;n=5 *
P150 2,6x10* 1,7 10 1,5 Z=22: p=0,04; n=5 *
P>180 2,8 x 107 1,8x 107 1,5 Z=2,2; p=0,03; n=6 *

*p<0,03, diferencias significativas entre aBOA y pBOA, obtenidas mediante la prueba de Wilcoxon.
La estadistica se realizé con los datos normalizados por el volumen del cerebro total para cada
individuo.
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Figura 17. Voltmenes estandarizados correspondientes a los subdominios del BOA de . degus,
medidos en distintas etapas postnatales. Los valores corresponden al promedio % error estandar. Los datos
fueron estandarizados por el volumen del cerebro para cada individuo, *p<,05, diferencias significativas

entre aBOA vy pBOA, obtenidas mediante la prueba de Wilcoxon.
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Figura 18. Comparacidén de la heterogeneidad morfométrica de los subdominios del BOA, obtenida en
las distintas etapas del desarrollo en relacion a la etapa adulta. Los valores corresponden al promedio = error
estindar. Los datos fueron estandarizados por el volumen del cerebro para cada individuo. *p<0,05;

**p<0,01 diferencias significativas entre aBOA. y pBOA, obtenidas mediante la prueba de Mann- Whitney.
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Figura 19. Comparacién del aBOA en distintas etapas del desarrollo B) Comparacién del pBOA en
distintas etapas del desarrollo. La grafica de boxplot muestra los dos percentiles centrales y la mediana. La
barra muestra los valores minimo y méximo. *p<0,05; **p<0,01 diferencias significativas entre aBOA y

pBOA para cada caso, obtenidos mediante la prueba de Mann- Whitney.

Al analizar el cambio volumétrico de ambos subdominios por separado, -se observé
que el aBOA no mostré cambios significativos entre las etapas estudiadas (Kruskal —
Wallis: (H (5)=10,15; p=0,07) (Fig. 19 A). En cambio, el pBOA mostré cambios
significativos (Kruskal —Wallis: (H (5)=20,9; p=0,0008) entre las etapas estudiadas (Fig.
19 B). En particular hubo un aumento y a una posterior disminucién del volumen entre
P15-P30 (U=7 Z=-2,24; p=0,025; nps=7, np3=7) y entre P30-P60 (U=0 Z=2,203;
p=0,044; np3g=7, nps=5) respectivamente. Por tltimo se observé un cambio significativo

del volumen de pBOA hasta P150.
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2.2. Capa Glomerular del BOA anterior (aBOA) y posterior (pBOA).

Se realizé una estimacion del volumen de la CG presente en los subdominios aBOA
y pBOA (Tabla 3), en cada uno de los estadios del desarrollo postnatal. Se observé que
tanto en P1 como en P15, no existen diferencias significativas entre ambos subdominios
(Z=1,521; p=0,128; 11=7) (Tablas 3 y 4 y Fig. 20). En P30, se observo una diferencia
significativa entre la CG de ambos subdominios (Z=2,197; p=0,028; n=7). En esta etapa, la
CG del aBOA es un 12% mayor que la CG del pBOA. La diferencia volumétrica entre
ambos subdominios aumenté en las etapas posteriores del desarrollo. En P60, el valor de la
heterogeneidad fue cercano al 90% del valor méximo observado (Fig. 21). Por lo tanto, la
heterogeneidad voluméirica entre los subdominios del BOA estd presente de forma
conspicua desde dicha ctapa. Finalmente en P150 la heterogeneidad alcanzé un valor
promedio méximo, siendo el volumen del aBOA un 31% mayor que el de pBOA (7=2,202;
p=0,043; n=5), similar a lo observado en la etapa aduita. Cabe destacar que desde P60 en
adelante hubo una alta variabilidad en el grado de heterogeneidad volumétrica observada
en la CG. De forma interesante en la etapa adulta, junto con haber individuos que poseen
un alto grado de heterogeneidad en la CG (volumen de la CG-aBOA siendo >50% que la
CG-pBOA) hubieron individuos en que el volumen de la CG del aBOA fue solo un 6%
mayor que en el pBOA. Por lo tanto la heterogeneidad volumétrica de la CG solo se
establecié de forma conspicua en parte de la poblacion estudiada, no siendo homogénea

dentro del grupo.
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Tabla 3. Voltmenes promedio, correspondientes a la CG de los subdominios anterior y posterior dei

BOA, medidos en distintas etapas del desarrollo postnatal de O. degus. (*) Volimenes (promedio+ error

estdndar) expresados en mm’,

Edad
P1
P15
P30
P60
P150
P>180

aBOA®
0,047 0,004
0,064 0,002
0,094 0,002
0,092+ 0,003
0,121+ 0,01

0,1034: 0,007

pBOA®
0,051+ 0,004
0,069+ 0,003
0,084+ 0,003
0,073+ 0,003
0,093+ 0,007

0,077+ 0,007

(aBOA/pBOA) n
0.9 4
0,9 7
1,1 7
13 5
1,3 5
L3 6

Tabla 4. Volimenes promedio, correspondientes a la CG de los subdominios anterior y posterior del

BOA, medidos durante distintas etapas del desarrollo postnatal de O. degus. Los datos fueron estandarizados

por ¢l volumen del cerebro en cada individuo.

Edad aBOA*®
P1 4.4 x 10°
P15 4,5% 10
P30 57x10°
P60 44x10°
P150 53x10°
P>180 4,3x 107

pBOA®
4,8x 107
49x10°
5,1x 10”
3,5x 107
4x10°

3,2x 107

(aBOA/pBOA)

0,9
0,9
1,1
1,3
1,3

1,3

Prueba de Wilcoxon
Z=1,8; p=0,07; n=4
Z=1,5; p=0,1; n=7
Z=22; p=0,03; n=7 *
7Z=272; p=0,04; n=5 *
Z=22; p=0,04; n=5 *

Z=2,2; p=0,03; n=6 *

*p<0,05, diferencias significativas entre aBOA y pBOA, obtenidas mediante la prueba de Wilcoxon.
La estadistica se realiz6 con los datos normalizados por el volumen del cerebro para cada individuo.
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Figura 21. Comparacion de la heterogeneidad morfométrica de la CG, obtenida en las distintas etapas
del desarrollo en relacion a la etapa adulta. La grafica de boxplot muestra los dos percentiles centrales y la
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Figura 22. A) Comparacién de la CG-aBOA en distintas etapas del desarrollo B) Comparacion de la
CG-pBOA en distintas etapas del desarrollo. La grafica de boxplot muestra los dos percentiles centrales y la
mediana. La barra muestra los valores minimo y maximo. *p<0,05; **p<0,01 diferencias significativas entre

aBOA y pBOA para cada caso, obtenidos mediante Ia prueba de Mann-~ Whitney.

Al analizar el volumen de la CG de ambos subdominios por separado, se observé que
la CG del aBOA presenta cambios significativos entre las etapas estudiadas (Kruskal —
Wallis: (H(5)=14,7; p=0,01)) (Fig. 22 A). En particular hubo un aumento y a una posterior
disminucion del volumen entre P15-P30 (U=0 Z=-3,13; p=0,002; np;s=7, np3p=7) y entre
P30-P60 (U=0 Z=2,84; p=0,004; np3p=7, npe=5) respectivamente. Al igual que la CG-
aBOA, la CG-pBOA mostré diferencias significativas entre las etapas del desarrollo
estudiadas (Kruskal —Wallis: (H (5)=20,2; p=0,001)) (Fig. 22 B). En particular hubo una
disminucion significativa del volumen entre P30-P60 (U=0 Z=2,84; p=0,004; np3=7,
npeo=3). Por tltimo, tanto en la CG del aBOA como del pBOA se observé un cambio

significativo del volumen hasta P150.
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Resumen Objetivo 2

La heterogeneidad volumétrica entre los subdominios del BOA, caracteristica de los
individuos adultos de O. degus, surge durante las etapas tempranas del desarrollo

postnatal (P15-P30).

Existen diferencias en el tiempo en que la heterogeneidad volumétrica se estableci6é en
las estructuras medidas (volumen total de los subdominios y CG). En particular la CG

mostro diferencias significativas sélo desde P30 en adelante.

La diferencia entre ambos subdominios del BOA aumentd a medida que transcurre el
desarrollo, tanto para el volumen total de los subdominios como para la CG. En P60 el
grado de heterogeneidad poseen un valor cercano al observado en la etapa adulta. Sin
embargo, la heterogeneidad entre ambos subdominios se establecid con un valor

promedio méaximo s6lo en P150.

Tanto el aBOA como el pBOA mostraron diferencias de volumen significativas entre

las etapas del desarrollo estudiadas, en particular entre P15 y P60.
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3. Anilisis de los tipos celulares involucrados en Ja formacién del BOA durante

el desarrollo de O. degus. :

En individuos adultos (P>180) e individuos P15 se realiz6 una estimacién del
volumen de las regiones apical (VIR) y basal (V2R). Para ello se utilizaron secciones
transversales del OVN ftratadas cc;n el anticuerpo anti-Gi2, que marca exclusivamente los
somas de las neuronas V1R. Ademas, en los individuos adultos se cuantifico el niimero de
neuronas mitrales/tufted asociadas a los subdominios aBOA y pBOA, en secciones

sagitales del BOA, tefiidas con cresil- violeta.

3.1 O. degus adultos (P>180):
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Figura 23. (. degus adultos muestran una heterogeneidad volumétrica entre las neuronas
vomeronasales VIR v V2R y entre neuronas mitrales/tufted asociadas a los subdominios aBOA y pBOA, Las
graficas presentan A) el volumen de las zonas apical (VIR) y basal (V2R) del OVN y B) el niimero de
neuronas mitrales/tufted asociado a los subdominios aBOA y pBOA. Los valores corresponden al promedio+

error estandar.
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Tabla 5. Estimacién volumétrica de las zonas apical y basal del OVN y del mimero de neuronas

mitrales/tufted presentes en los subdominios aBOA y pBOA de O. degus adultos (P>180),

Edad Volumen OVN N° neuronas mitrales /tufted
Apical® Basal* aBOA/BOA n aBOA pBOA aBOA/PBOA  n
r>180 0,153+0,007 0,10910,013 1,40 2 8324+ 704 4177+ 680 2,00 3

*Yolamenes (promedio:: error estandar) expresados en mm®

En los individuos adultos (P>180), se observd que la zona apical del OVN (formada
por los somas de las neuronas VIR) posee un volumen que fue en promedio un 40% mayor
que el volumen de la zona basal (V2R, Fig. 23A y Tabla 5). En el caso de las neuronas
mitrales y tufted, se observé que el niimero de neuronas presentes en la capa de células
mitrales/tufted (CM/T) del aBOA fue el doble (100%) del nimero de neuronas presente en

el pBOA (Fig. 23 B y Tabla 5).

3.2 O. degus P15:

Valumen OVN (mmd)
‘.g‘
=

- T
L

Apical Basal

Figura 24, Heterogeneidad voluméirica entre las neuronas vomeronasales VIR y V2R presente en O.
degus de P15. La grafica presenta ¢l volumen de las zonas apical (VIR) y basal (V2R). Los valores

corresponden al promedio ervor estandar,
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Tabla 6. Estimacion voluméirica de las zonas apical y basal del OVN de O. degus en P15,

Edad Volumen OVN
Apical® Basal® aBOA/PBOA =
P>15 0,088+0,0008  0,059+0,005 1,49 2

*Volimenes (promedio: error estandar) expresados en mm®

En individuos P15 se observé que el volumen total del OVN es més pequefio,
cercano a la mitad del tamaiio exhibido por los individuos adultos (P15= 0,147, P>180=
0,262). De forma interesante, en ésta etapa el volumen de la zona apical fue un 49% mayor

que el volumen de la zona basal (Fig. 24, Tabla 6).
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Resumen Objetivo 3

» Existe una heterogeneidad en la representacion de las neuronas vomeronasales

V1R y V2R, presentes en el OVN, desde las etapas tempranas del desarrollo postnatal.

e Tanto en la etapa adulta como en P15 las neuronas vomeronasales VIR estan
mayormente representadas que las neuronas V2R: el volumen de VIR fue

aproximadamente un 40% mayor que el volumen de V2R.

e La heterogeneidad en el OVN estd presente en etapas del desarrollo en que no
hubieron diferencias en el volumen de la CG entre ambos subdominios (P15) (ver seccion

2, Discusion General)
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4. Analisis de la relacion morfométrica entre los subdominios del BOA enire

individuos que se desarrollan en distintos contextos.

Para la realizacién de este objetivo se utilizd una aproximacién comparativa,
realizando un estudio morfométrico del BOA de O. degus adultos que se desarrollaron en
contextos distintos: 1) nacidos y criados en el bioterio (Cautiverio) y ii) nacidos y criados
en terreno (Capturados).

Mediante métodos estereoldgicos, se realizd una estimacion del volumen de los
subdominios del BOA (que comprende la CNV, CG, CPE y CM/T) y del volumen de la

CG presente en cada uno de ellos.

Tabla 7. Voliimenes correspondientes a los subdominios del BOA y a la CG de Octodon degus criados

en cautiverio y capturados en el campo. *Voliimenes (promedio error estdndar) expresados en mm®.

Volumen BOA Volumen Capa Glomerular
aBOA* pBOA® aBOA/pBOA | aBOA® pBOA* aBOA/pBOA
Cautiverio | ,656=0,05 | 0,424+ 0,03 1,54 0,103+ 0,07 | 0,077+ 0,07 1,34
Capturados | 1,586+ 0,06 | 0,351+:0,03 1,67 0,094+ 0,01 | 0,057+ 0,005 1,63
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Se observé que el volumen del subdominio aBOA fue significativamente mayor que
del pBOA (Cau: Z=2,2 p=0,03 n=6; Cap: Z=2,2 p=0,03 n=6), tanto en los animales
criados en cautiverio como los animales capturados en terreno. Del mismo modo, el
volumen de la CG del aBOA fue significativamente mayor que el del pBOA (Cau: Z=2,2
p=0,028 n=6; Cap: Z=2,2 p=0,03 n=6) (Tabla 7, Fig. 25) para ambos grupos.

Al comparar los subdominios del BOA por separado entre los animales criados en
cautiverio y los animales capturados se observé que no hubo diferencias significativas

entre ambos, tanto en el volumen de los subdominios aBOA y pBOA como en la CG.
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Figura 25. Volimenes estandarizados correspondientes a A) subdominios del BOA y B) CG de O.
degus adultos criados en cautiverio y capturados en terreno. Los valores corresponden al promediot error
estandar, expresados en mm°. Los datos fueron estandarizados por el volumen del cerebro para cada

individuo. *p<0,05, diferencias significativas entre aBOA y pBOA, obtenidos mediante la prueba de

Wilcoxon.
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Figura 26. Cuociente volumétrico correspondiente a A} subdominios del BOA y B) CG de Q. degus
adultos criados en cautiverio y capturados en el campo. La grifica de boxplot muestra los dos percentiles
centrales y la mediana. La barra muestra los valores minimo y mdximo. *p<{0,05, diferencias significativas

entre ambos grupos, obtenidas mediante la prueba de Mann- Whitney.

En segundo lugar se compar6 el cuociente de los volimenes obtenidos para los
subdominios del BOA (pBOA/aBOA) y para la CG (CGpBOA/CGaBOA), entre los
individuos adultos nacidos en cautiverio y aquellos que fueron capturados en terreno (Fig.
26). No se observaron diferencias significativas al comparar el cuociente volumétrico de
los subdominios del BOA entre los distintos grupos (U=19 Z=1,04 p=0,3 nceu=8 neap=7)
(Fig. 26 A). Sin embargo, en la CG, los individuos criados en cautiverio poseen un
cuociente volumétrico que es significativamente mayor (cercano a I, es decir, es menos
heterogéneo) a aquel observado en los individuos capturados en terreno (U=9 7=2,2
p=0,03 nc=8 neay=7) (Fig. 26 B).

Por ultimo, se realiz6 un experimento criando O. degus en condiciones de
aislamiento social (aislados) desde el primer mes de vida. Al analizar la morfometria de
los subdominios del BOA en la etapa adulta se observd que no hubo diferencias
significativas tanto en el volumen total de los subdominios (Aislados: Z=1,6 p=0,1 n=3)

como en la CG (Aislados: Z=1,06 p=0,3 n=3).

61




Tabla 8. Volimenes correspondientes a los subdominios del BOA y ala CG de Octodon degus criados
en condiciones de aislamiento social y capturados en el campo. *Volimenes (promedio error esténdar)

expresados en mm3.

Volumen BOA Volumen Capa Glomerular
aBOA*® pBOA® aBOA/pBOA | aBOA" pBOA*® aBOA/pBOA
Aislados 0,496+0,08 | 0,421+0,05 1,16 0,117+ 0,01 | 0,097+ 0,005 1,12
| Capturados | 0,586+ 0,06 | 0,351=0,03 1,67 0,094+ 0,01 | 0,057= 0,005 1,63

Al comparar el cuociente de los voliumenes obtenidos para los subdominios del BOA
(pBOA/aBOA) y para la CG (CGpBOA/CGaBOA), entre los animales aislados y O.
degus capturados en terreno se observd que en los animales aislados, el grado de
heterogeneidad obtenido es significativamente menor en comparacion a O. degus
capturados (BOA: U=0 Z=2,39 p=0,02 naistades=3 Ncap=7; CG: U=0 Z=2,39 p=0,02

Naistados=3 Rcap=7) (Fig. 30).
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Figura 27. Cuociente volumétrico (pBOA/aBOA) correspondiente a A) subdominios del BOA y B)
CG de O. degus adultos aislados y O. degus capturados en terreno. La grafica de boxplot muestra los dos
percentiles centrales y la mediana. La barra muestra los valores minimo y méximo. *p<0,05, diferencias

significativas entre ambos grupos, obtenidos mediante la prueba de Mann- Whitney.
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Resumen Objetivo 4

e La relacion morfométrica entre los subdominios del BOA de O.degus exhibe
marcadas diferencias entre individuos que se desarrollan en distintos contextos de crianza

(criados en cautiverio y en terreno).

* Los individuos criados en condiciones de cautiverio poseen un grado de
heterogeneidad voluméirica entre la CG de los subdominios del BOA que es

significativamente menor al exhibido por los individuos criados en condiciones naturales.

¢ Los animales criados en condiciones de aislamiento social poseen un grado de
heterogeneidad bajo entre los subdominios del BOA (siendo inexistente en uno de los
casos), siendo significativamente menor al exhibido por los animales capturados en

terreno.
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5. Analisis de la relacion morfométrica entre los subdominios del BOA entre O.

degus 'y Octodon lunatus.

Se realiz6 una comparacion entre O. degus y el degl costino Octodon lunatus, un
miembro de la familia Octodontidae y grupo hermano de O. degus. Esta especie se
caracteriza por poseer un bajo grado de organizacion social (Sobrero et al. 2014) en
comparacion a O. degus. El BOA de O. lunatus esta formado por dos subdominios, aBOA
y pBOA, los que se distinguen por una hendidura presente en todas las capas (Fig. 28 A).
El aBOA est4 formado exclusivamente por las proyecciones de las neuronas VIR, lo cual
se visualizo realizando la inmunoreactividad con anti-G,» (Fig. 28 B). Al realizar la
inmunoreactividad con anti-OMP, se observo que el aBOA posee una intensidad de marca

mayor que el pBOA, tanto en la CNV como en la CG (Fig. 28 C).

Figura 28. Caracterizacion del BOA de O. lunatus. Secciones sagitales del bulbo olfatorio. A) La

imagen muestra que el BOA posee los subdominios aBOA y pBOA. Las secciones fueron tefiidas con cresil-
violeta. B) Inmunoreactividad usando anti-Gg;,. Las secciones fueron contratefiidas con cresil-violeta C)

Inmunoreactividad con OMP. Las secciones fueron contratefiidas con DAPI. Barra 200 um.
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Tabla 9. Volumenes correspondientes a los subdominios del BOA y a la CG de O. lunatus y O.degus

capturados en terreno. *Volimenes (promedio= error estandar) expresados en mm’.

Volumen BOA Volumen Capa Glomerular
aBOA® pBOA° aBOA/pBOA | aBOA® pBOA" aBOA/pBOA| n
O. lunatus | 0,689+ 0,04 0,507+ 0,03 1,35 0,069+ 0,008 | 0,064+ 0,007 1,08 5
O. degus 0,586 0,06 0,351+ 0,03 1,67 0,0944: 0,01 0,057+ 0,003 1,63 6

Al analizar la morfometria de los subdominios del BOA en O. lunatus, se observd

una diferencia significativa en el volumen total entre los subdominios aBOA y pBOA

(£=2,02; p=0,04 n=5) (Tabla §, Fig. 29 A). Sin embargo el volumen de la CG no presento

diferencias significativas entre el aBBOA y el pBOA (Z=1,21; p=0,2 n=5) (Tabla 8, Fig. 29

B). Este dltimo resultado contrasta con lo observado en Q. degus capturados en terreno en

que la CG del aBOA fue un 63% mayor que la CG del pBOA. Al comparar el volumen

total de los subdominios del BOA por separado entre ambas especies se observd que no

hubo diferencias significativas en ninguno de ellos. Sin embargo, en la CG, tanto el aBOA

como el pBOA mostraron diferencias significativas al comparar ambas especies (aBOA:

U=177-2,55 p 0,01 nu=5 ngeg=6; pBOA: U=1 Z=-2,55 p 0,01 n1y,=5 nges=6).
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Figura 29. Volimenes correspondientes a A) subdominios del BOA y B) CG, de O. lunatus adultos

y O. degus adultos capturados en terreno. Los valores corresponden al promedio = error estindar, expresados

en mm’. Los datos fueron estandarizados por el volumen del cerebro para cada individuo, *p<0,05,

diferencias significativas entre aBOA y pBOA para cada caso, obtenidos mediante la prueba de Wilcoxon.
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Figura 30. Cuociente volumétrico (pBOA/aBOA) correspondiente a A) subdominios del BOA y B)

CG de O. lunatus y O. degus. La grafica de boxplot muestra los dos percentiles centrales y la mediana. La

barra muestra los valores minimo y méximo. *p<0,05, diferencias significativas entre ambos grupos,

obtenidas mediante la prueba de Mann- Whitney.
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Por tltimo, se analizé la relacién morfométrica de las estructuras que componen al
BOA, comparando el cuociente de los volimenes obtenidos para los subdominios del BOA
(pBOA/aBOA) y para la CG (CGpBOA/CGaBOA), entre los individuos adultos de O.
lunatus v O. degus capturados en terreno (Fig. 30). No se observaron diferencias
significativas al comparar el cuociente volumétrico de los subdominios del BOA, entre las
distintas especies (U=6 Z=1,87 p=0,06 nu,=5 ngee=7) (Fig. 30 A). Sin embargo, en la CG,
O. lunatus posee un cuociente voluméirico que es significativamente mayor (cercano a 1,
es decir, es menos heterogéneo) a aquel observado en 0. degus (U=0,00 Z=2,84 p=0,004

n]un=5 ndegﬂ'?, Fig. 30 B).

Resumen Objetivo 5

® En O.lunatus una especie hermana que posee un grado de socialidad menor al
exhibido por O. degus, el BOA no presenta una heterogeneidad volumétrica enire la CG de

los subdomtinios del BOA.
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DISCUSION GENERAL

1. Anatomia y morfometria del SVN en el desarrollo de O. degus.

1.1 Desarrollo anatomico del OVN y del BOA en las etapas tempranas del

desarrollo: Especies precociales vs altriciales.

En O. degus se observé que tanto el OVN como el BOA estan presentes desde las
etapas prenatales, y las vias vomeronasales VIR y V2R se encuentran segregadas
anatomicamente en dichas etapas. En E80, las arborizaciones terminales de las neuronas
vomeronasales presentan una identidad glutamatérgica (vGLUT-2+), lo que sugiere la
existencia de actividad sindptica mediada por glutamato durante las etapas prenatales, un
rasgo similar al observado a las etapas postnatales. Sin embargo, tanto en E80 como en P1,
el SVN presenta un cardcter inmaduro desde un punto de vista anatémico. En ambas etapas
hubo una baja insercion de interneuronas yuxtaglomerulares en la CG, cuya presencia es
necesaria para el procesamiento local de la actividad del BOA. Junto con ello, las neuronas
mitrales/tufied mostraron un patrén de marcaje distinto a lo observado en la etapa adulta;
esto ultimo sugiere la existencia de diferencias en la expresion de clementos asociados a
4cidos nucleicos entre dichas etapas y la etapa adulta. Por (ltimo, en E80 sélo un pequefio
grupo de neuronas vomeronasales presentaron una marca OMP+. Aquellas neuronas que
no presentaron marca serian aquellas que ain no han alcanzado un grado mayor de
diferenciacion celular, mostrando que el SVN es inmaduro en esta etapa. En P1 la marca

OMP+ es homogénea en todo el epitelio sensorial del OVN, dando cuenta que las neuronas
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vomeronasales son células diferenciadas durante dicha etapa. Sin embargo, al analizar las
etapas posteriores se observé que el SVN alcanza un mayor grado de maduracién
anatomica alrededor de P15. Esto debido a que en dicha etapa hubo i) una mayor insercion
de interneuronas en la CG rodeando a los glomérulos, ii) la presencia de células
mitrales/tufted con una patrén de marcaje de cresil-violeta similar al observado en la etapa
adulta (perikariont dendritas) y iii) un patrén de expresién de OMP similar a la etapa
adulta, con las neuronas apicales del OVN exhibiendo un mayor nivel de expresion de
OMP que las neuronas basales.

La diferencia en la expresion de OMP entre las neuronas vomeronasales apicales y
basales fue descrita previamente en un marsupial, la zariglieya Monodelphis domestica
(Shapiro et al., 1997). Durante el primer mes de vida (P30) M.domestica presenta una
intensidad de marca OMP+ homogénea entre ambas poblaciones de neuronas
vomeronasales. Sin embargo en P60, las neuronas apicales presentan una mayor expresion
de OMP que las neuronas basales. Los autores destacan dos eventos que podrian estar
asociados a la diferencia observada entre ambas poblaciones: i) El surgimiento de la
heterogeneidad en la expresion de OMP se produce cercano al momento del destete de las
crias (P60) y ii) Los niveles de estrégenos son altos en el primer mes de vida (P30), tanto
en machos como en hembras y decrecen en P60, a niveles similares a los observados en la
etapa adulta. Los antores sugieren que los estrogenos podrian estar actuando como
morfégenos durante dicha etapa, regulando los niveles de expresion de OMP de forma
diferencial entre las neuronas VIR y V2R. Las crias de O. degus utilizadas en este trabajo
estuvieron en contacto con la madre solo durante el primer mes de vida, periodo en el cual
surge la heterogeneidad en la expresién de OMP, alrededor de P15. No se pudo determinar

el momento en el que se produjo el destete durante este tiempo. A partir de la literatura se
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conoce que las crias de O.degus son amamantadas durante el transcurso del primer mes de
vida en cautiverio, periodo en el que comienzan a consumir alimento s6lido en paralelo.
Por lo tanto, en 0. degus, resulta interesante conocer en detalle los eventos conductuales
que podrian estar asociados a la heterogeneidad en la expresién de OMP entre las vias VIR
vy V2R (gj. tiempo de destete), junto con los cambios ocurridos a nivel fisiolégico que
dichos eventos podrian desencadenar (ej. cambios en los niveles de hormonas claves en ¢l
desarrollo del SVN).

Por ultimo, el curso temporal del desarrollo del SVN de O. degus, siendo este una
especie precocial, contrasta con aquello descrito en otras especies de ‘mamiferos
precociales, como los cerdos y las cabras (Salazar et al, 2003b y 2004., Smith et al., 2007).
En dichas especies se reportd que el SVN presenta un alto grado de madurez anatomico
desde las etapas prenatales. A partir de los resultados los autores han sugerido un posible
rol funcional del SVN en dichas etapas. Por el contrario, en O. degus s6lo hubo un grado
de maduracién anatomica similar al observado en la etapa adulta (P>180) durante las
etapas postnatales tempranas, alrededor de P15. Los resultados muestran que el SVN de
0. degus posee un curso temporal de maduracion que se asemeja mayormente a lo descrito

en las especies altriciales descritas, como los ratones y las ratas (Salazar et al., 2003* y

2006).

1.2. Maduracion anatémica del SVN de O. degus. ;En qué momento el SVN es funcional?

La importancia de establecer el curso temporal de la maduracién del SVN radica en
conocer el momento del desarrollo en que dicho sistema poseeria un caracter funcional.

Para ello es importante tener presente que general, la actividad neuronal en respuesta a un
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estimulo puede estar asociada a distintos fendémenos: Por una lado, al desarrollo anatémico
y al establecimiento de la conectividad neuronal (actividad intrinseca) y por otro, a la
generacion de cambios en el estado fisiolégico y/o conductual de un organismo
(experiencia sensorial) (Katz, 1996). Como un ejemplo, en estudios del sistema visual en
primates, se observé que la formacién de las columnas de dominancia ocular (grupo de
células definidas fisiologicamente que responden preferencialmente a uno de los ojos y que
forman un patrén del bandas alternadas en la capa IV de la corteza) depende en principio
de la actividad neuronal intrinseca que son burts de potenciales de accién espontaneos,
presentes desde las etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, el establecimiento y
refinamiento posterior de las columnas es dependiente de la experiencia sensorial. Por
gjemplo, en experimentos de deprivacion monocular en individuos de 14 dias postnatal
durante 1 1/2 afio se observd que las bandas pertenecientes al ojo deprivado disminuyen de
tamafio y que las pertenecientes al ojo no deprivado aumentan de tamafio (Hubel et.al,

1977).

En el caso del SVN, las estructuras que lo conforman (OVN y BOA) maduran tanto
anatémica como electrofisiologicamente en las etapas postnatales. En el caso de los
ratones, se observo que las feromonas tiene acceso al OVN desde P1, pudiendo activar a
las neuronas vomeronasales (Hovis et al., 2012). La actividad neuronal generada tiene un
efecto en el remodelamiento de las arborizaciones terminales de las neuronas
vomeronasales vy del é&rbol dendritico de las neuronas de proyeccion secundaria
(mitrales/tufted). Los autores argumentan que, aunque la actividad temprana es relevante
en el desarrollo de la conectividad del SVN, no estaria necesariamente relacionada a

cambios a nivel conductual. En otro estudio realizado en ratas, se reportd que el BOA
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alcanza un alto grado de madurez tanto anatomico como electrofisiologico durante el
periodo postnatal “tardio” (posterior a P15). Se observd que desde P18, el curso temporal
del potencial de campo registrado en las distintas capas del BOA fue similar al observado
en la etapa adulta. A partir de estos resultados, los autores sugieren que el BOA alcanzaria
la madurez electrofisiologica en P18 (Sugai et al., 2005). Ademas, en dicha etapa hu't;o un
cambio drastico en el volumen del BOA; entre P1 y P18 hubo un aumento del tamario
(600%) del volumen del BOA seguido por una disminucion del tamafio, llegando a ser un
66% de su valor maximo en la etapa adulta (P60) (Rosselli-Austin et al., 1987). La
reduccién volumétrica del BOA ha sido interpretada como una consecuencia de un
“sobrecrecimiento transiente” previo. Esto se traduciria en un aumento del tamario y
namero de las neuronas y de sus procesos dendriticos y/o axonales durante la
sinaptogénesis y un posterior remodelamiento. Por dltimo, ambos trabajos sugieren que los
cambios descritos en el BOA podrian dar cuenta del momento en que el SVN alcanzaria un
caracter funcional, siendo un sistema cuya activacion desencadenaria cambios a nivel

fisioldgico y conductual,

En O. degus hubo un aumento del tamafio de la CG de ambos subdominios del BOA
entre P1 y P30. Posteriormente, se observd una disminucién del tamaiio entre P30 y P60.
Al comparar con los resuitados obtenidos en las ratas, sugerimos que el BOA de O. degus
podria alcanzar la madurez electrofisiologica alrededor de P30. Debido al muestrec
realizado, no se pudo conocer con mayor precision la etapa en que comienza la
disminucién del volumen de las estructuras del BOA, pudiendo ser previo o posterior a
P30. Sin embargo, el alto grado de maduracion anatdmica del SVN observado desde P15

sugiere que el BOA podria ser una esfructura madura, tanto anatdmica como
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fisiolégicamente, previo a P30.

1.3 Surgimiento de la heterogeneidad morfométrica entre los subdominios del BOA y

su relacion con la maduracion anatomica del SVN.

La importancia de cstablecer el momento en que el SVN madura tanto anatémica
como electrofisiolégicamente en Q. degus, radica en conocer si la operacion del SVN
como un sistema quimiosensorial funcional podria participar en la formacién de la
heterogeneidad morfométrica del BOA. En este trabajo se observd que i) al medir el
volumen de los subdominios del BOA (gue comprende la CNV, CG, CPE y CM/T), existe
un sesgo hacia aBOA, desde P15. En cambio, al medir el volumen de la CG de ambos
subdominios, se observé dicho sesgo a partir de P30, ii) el grado de heterogeneidad
morfométrica entre los subdominios del BOA aumenta en las etapas posteriores a la
aparicion del sesgo hacia el aBOA, tanto en el volumen de los subdominios como en la CG
iii) el valor promedio méximo de la heterogeneidad entre los subdominios del BOA se
gstablece cercano a la etapa adulta (P150). Sin embargo, existe un alto grado de
heterogeneidad desde P60.

Los resultados obtenidos muestran que en O. degus, la heterogeneidad con un sesgo
hacia un mayor tamafio de las estructuras que componen el aBOA surge durante las etapas
postnatales. El grado de dicha heterogeneidad aumenta en las etapas posteriores a la
aparicion de un sesgo volumétrico hacia aBOA (P15-P30), alcanzando un valor maximo
solo en P150. El curso temporal del desarrollo del BOA observado en O. degus sugiere que
el establecimiento de la heterogeneidad entre los subdominios del BOA podria estar

asociado a la participacion del SVN como un sistema quimiosensorial activo. Esto debido a
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que el sesgo volumétrico surge y se establece en aquel momento en que el SVN presenta
un alto grado de maduracién anatémico. Los resultados sugieren que los cambios
anatomicos observados durante el establecimiento de la heterogeneidad morfométrica del

BOA podrian estar influenciados por la experiencia sensorial.

2. La plasticidad del BOA observada durante el desarrollo postnatal estaria

relacionada principalmente al remodelamiento de la capa glomerular (CG).

Una de las estructuras que presentd claras diferencias entre los subdominios del BOA
durante las etapas postnatales tardias fue la CG. Los glomérulos presentes en dicha capa
estan formados principalmente por las proyecciones de las neuronas vomeronasales y las
arborizaciones dendriticas de las neuronas mitrales /tufted. La heterogeneidad volumétrica
observada en la CG de O. degus adultos (CGaBOA 34% mayor que CGpBOA) podria
explicarse en principio por i) una diferencia en el ntimero de neuronas que conforman a la
CG de cada uno de los subdominios del BOA 6 ii) una diferencia en el tamafio de las
arborizaciones terminales de las neuronas vomeronasales entre ambos subdominios, no
habiendo diferencias en el niimero de proyecciones recepcionadas en ambos subdominios.
Los resultados preliminares obtenidos en la etapa adulta (P>180) mostraron que la
heterogeneidad morfométrica estaria explicada, en principio, por una mayor representacion
de las neuronas VIR (Gi2+) en el OVN (40% mayor que V2R, n=2) y a la vez, por un
mayor numero de neuronas mitrales/tufted presentes en el subdominio aBOA (100%
mayor que en pBOA, n=2). Sin embargo, al analizar el OVN de individuos de P13, se
observé que las neuronas VIR, al igual que en la etapa adulta, estdn mayormente

representadas en el OVN (40%, n=2) que las neuronas V2R. Junto con ello, en trabajos
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realizados en el laboratorio, se observd que en P15 las neuronas mitrales/tufted presentes
en el aBOA son mas numerosas (69% n=5) que en el pBOA (datos no presentados).
Ambos resultados contrastan con lo observado en el volumen de la CG en P15, ya que
dicha capa no presenta diferencias volumétricas entre los subdominios aBOA y pBOA. Por
lo tanto en las etapas postnatales tardias, junto con haber un aumento en la representacién
de ambas poblaciones de neuronas vomeronasales y de las células mitrales/tufied de ambos
subdominios del BOA, ocurriria a la vez un proceso de transformacion local en la CG, que

resulta en un mayor aumento de la CG del aBOA.

2. El contexto de crianza ejerceria un efecto sobre la formacién de la

heterogeneidad entre los subdominios del BOA.

3.1 Plasticidad ontogenética en relacion al contexto de crianza: Comparacion entre

O. degus criados en cautiverio v.s O. degus criados en estado natural.

Al analizar la volumetria del BOA en los individuos utilizados en la caracterizacién
ontogenética del BOA, se observé que desde la etapa P60 hubo una alta variabilidad en el
grado de heterogeneidad entre los subdominios aBOA y pBOA, en particular asociado a la
CG. De forma interesante, junto con haber individuos que poseen un alto grado de
heterogeneidad en la CG (volumen de la CG-aBOA siendo >50% que la CG-pBOA) se
encontraron individuos en que el volumen de la CG del aBOA fue solo un 6% mayor que
en €l pBOA. Ya que los individuos analizados corresponden a animales criados en
condiciones particulares (animales nacidos y criados en condiciones de cautiverio), nos

propusimos comparar la heterogeneidad resultante, en la etapa adulta, entre estos
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individuos y aquellos criados un contexto distinto (animales criados en un contexto
natural); ésto bajo el supuesto de que los individuos que presentan diferencias en el
contexto de crianza duranie la ontogenia postnatal, podrian mostrar diferencias en el grado
de heterogeneidad observado entre los subdominios del BOA. En este trabajo, los
individuos que nacieron en cautiverio fueron criados junto con la madre durante el primer
mes de vida. Posteriormente permanecieron en grupos conformados solamente por
hermanos consanguineos. En cambio, los animales capturados en terreno nacen en un
contexto social y ecolégico distinto. Segun lo descrito en la literatura, las crias nacen en
madrigueras y son criadas en comunidades conformadas por un macho dominante y un
grupo de 2 a 5 hembras, las cuales los amamantan durante el primer mes de vida. Otros
fenémenos como la dispersion de los machos al mes de nacer y la formacién de grupos
reproductivos son aspectos del modo de vida que solo son observados en un contexto
natural. Por lo tanto, se sugiere que los animales criados en cautiverio poseen un grado de
socialidad (en relacion a la diversidad y al tipo de interacciones sociales experimentadas
por los organismos) que es menor a los animales criados en terreno. En este trabajo se
observo que los animales capturados poseen un grado de heterogeneidad en la CG que es
mayor que los individuos nacidos en cautiverio, no asi en el volumen de los subdominios
del BOA. Este resultado muestra, en una primera instancia, que existen diferencias en el
grado de heterogencidad entre los subdominios del BOA, en particular en la CG, al
comparar individuos de distintos contextos de crianza. Nosotros sugerimos que la
diferencias en el habito social y ecolGgico entre ambos grupos podrian estar ejerciendo un
rol en el establecimiento de las diferencias morfoméiricas observadas entre los
subdominios del BOA. Un experimento que podria validar dicha hipétesis es comparar

entre individuos criados en contextos sociales contrastantes (animales criados en
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aislamiento social vs animales criados en un contextos social enriquecido). Como una
primera aproximacion, se realizé un experimento criando O. degus en condiciones de
aislamiento social desde el primer mes de vida. En la etapa adulta (P>180) el grado de
heterogeneidad obtenido es significativamente menor en comparacién a O. degus
capturados en terreno. En dos de los animales analizados el aBOA fue solo un 20% mayor
que el pBOA, y en uno de ellos el pBOA fue un 1% mayor que el aBOA. Los resultados
obtenidos concuerdan con la hipétesis planteada. Sin embargo, para validar dicho resultado
es necesario aumentar el nimero de muestras de los individuos en condiciones de
aislamiento social, junto con comparar con animales criados en un contexto social

controlado.

3.2. Plasticidad filogenética en relacion al hdbito social contrastante:

Comparacion entre O. degus y O. lunatus.

En esta tesis utilizamos una segunda aproximacion a la hipétesis del rol del contexto
de crianza en el establecimiento de la heterogeneidad del BOA. Para cllo se comparé la
morfometria de los subdominios del BOA de O. degus criados en condiciones naturales
con lo observado en O. lunatus, una especie hermana cuyos individuos adultos se
caracterizan por presentar un bajo grado de socialidad en comparacién a O. degus (Sobrero
et al., 2014). O. lunatus no forma madrigueras ni agrupamientos comunales. Sin embargo,
se ha observado que tanto los machos como las hembras de esta especie comparten sitios
de descanso durante el dia y existe un solapamiento en sus ambitos de hogar, lo que refleja
un cierto grado de socialidad. Al analizar la relacion morfométrica entre las estructuras que

componen a los subdominios del BOA, se observé que en O. lunatus la CG no presenta
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diferencias significativas entre los subdominios aBOA y pBOA. Esto debido a que no
existe un sesgo volumétrico asociado a uno de los subdominios. Por tiltimo, no hubo una
diferencia significativa en el volumen total detl aBOA y del pBOA, al comparar el
cuociente volumétrico entre ambas especies. Al comparar estos resultados con aquellos
obtenidos en la aproximacion comparada entre O. degus de distintos contextos de crianza,
se sugiere fuertemente que el hdbito social tendria una influencia sobre la relacién
morfométrica entre los subdominios del BOA, en particular en la CG, y la consecuente

formacién de un sesgo volumétrico asociado a uno de ellos.
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CONCLUSIONES

En O. degus, las vias vomeronasales presentan un cardcter heterogéneo en etapas
tempranas del desarrollo postnatal, como en la representacion de las neuronas

vomeronasales que proyectan al BOA (VIR>V2R).

El sesgo volumétrico hacia un mayor tamafio del aBOA (volumen total del subdominio
y CG) surge durante las etapas postnatales, momento en el que las estructuras del

sistema vomeronasal (OVN y BOA) presentan un alto grado de madurez anatomico.

La diferencia volumétrica entre ambos subdominios aumenta a medida que transcurre el
desarrollo, alcanzando un valor promedio maximo sélo en P150. Tanio el aBOA como
el pBOA mostraron diferencias de volumen entre las etapas estudiadas, en particular

entre P15 y P60.

Las neuronas vomeronasales VIR estdn mayormente representadas que las neuronas
V2R en el OVN, atn en aquellas etapas en que no existen diferencias en el volumen de
la CG entre los subdominios aBOA y pBOA (P15). Los resultados sugieren que la
formacién de la heterogeneidad Yolumétrica en las etapas posteriores del desarrollo
(CGaBOA>CGpBOA) seria dependiente de un proceso que ocurre a nivel local en el

BOA.
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e La relacion morfométrica entre los subdominios del BOA posee un caréacter plistico en
la ontogenia de O. degus, en particular en la CG, exhibiendo marcadas diferencias entre

individuos que se desarrollan en distintos contextos de crianza.

i) Individuos criados en condiciones de cautiverio presentan una heterogeneidad
reducida en la CG entre ambos subdominios del BOA, en comparacion a animales

criados en terreno.

if) Individuos criados en condiciones de aislamiento social no presentan diferencias
significativas en la CG entre ambos subdominios del BOA, no habiendo

heterogeneidad.

iii) En O. lunatus una especie hermana que posee un grado de socialidad menor que
en 0. degus, el BOA no presenta diferencias significativas en la CG enire ambos

subdominios del BOA, no habiendo heterogeneidad.

e Los resultados sugieren que la experiencia relacionada al contexto de crianza y en

particular a las interacciones de tipo social poseen un rol determinante en el

establecimiento de la relaciéon morfométrica entre los subdominios del BOA.,
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REFLEXIONES FINALES

Las observaciones principales de esta tesis pueden resumirse en que i) la
heterogeneidad morfométrica entre ‘los subdominios del BOA de O. degus adultos se
establece en las etapas postnatales y ii) el grado de heterogeneidad adquirido seria
dependiente de aspectos del vivir, como el contexto de crianza. Estas observaciones
permiten esbozar posibles respuestas a algunas de las preguntas que inspiraron esta tesis.

cQué caracteriza a la heterogeneidad morfométrica observada entre los
subdominios aBOA y pBOA? En O. degus las vias vomeronasales VIR y V2R presentan
una heterogeneidad morfométrica desde las etapas tempranas del desarrollo postnatal. En
P15, las neuronas vomeronasales VIR estdn mayormente representadas que las neuronas
V2R y ademas las neuronas de proye;ccién secundaria (mitrales/tufted) son mas numerosas
en el aBOA que en el pBOA. Aquella heterogeneidad persiste en las etapas posteriores del
desarrollo postnatal, siendo observada atin en la etapa adulta. Sin embargo, esto no ocurre
en la CG; en P15 el volumen de la CG no presentd diferencias significativas entre los
subdominios del BOA. Esto indica que la presencia de un mayor niimero de neuronas VIR
proyectando hacia el aBOA no se traduce necesariamente en un mayor tamatfio de la CG
del aBOA en dicha etapa

(Como es posible que la CG cambie durante el desarrollo postnatal tardio? En los
mamiferos el OVN se caracteriza por presentar una neurogénesis continua en las etapas
postnatales, habiendo muerte e incorporacién de nuevas neuronas durante gran parte de la
vida de un individuo. Dicho fendmeno podria dar lugar al aumento del niimero de neuronas

vomeronasales que aferentan la CG de ambos subdominios durante el desarrollo postnatal.
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Sin embargo, como dijimos anteriormente, la existencia de un mayor nimero de neuronas
asociadas a una de las vias vomeronasales no se traduce necesariamenie en un mayor
tamafio de su neuropila. Existen al menos dos posibles explicaciones que darian cuenta de

las diferencias observadas en la CG enire ambos subdominios del BOA.

i) En P15 existirian diferencias en la densidad de arborizaciones terminales que
residen en la CG de ambos subdominios, siendo mayor en aBOA que en pBOA, no
habiendo diferencias en el volumen de la CG entre ambos subdominios. Posteriormente, el
aumento de tamafio observado en la CG del aBOA podria deberse a que dicha neuropila
comienza a abarcar un volumen mayor que aquel observado en el pBOA. Esto 1ltimo se
sustenta en que en P15 existen regiones puntuales de la CG del aBOA que presentan una
marca mas intensa de vGLUT-2, indicando posiblemente una mayor densidad de

terminaciones sinapticas.

it) Desde P15 en adelante las arborizaciones terminales de las neuronas
vomeronasales VIR podrian sufrir modificaciones en su tamafio, resultando finalmente en
un tamafio mayor de la CG del aBOA. En trabajo previos se observé que al realizar una
estimulacion prolongada con una feromona en ratones recién nacidos, las neuronas
vomeronasales que expresan un tipo particular de receptor (V2rlb) experimentan un
aumento en el tamafio y un retraso en el tiempo de coalescencia en sus arborizaciones
terminales, cuando éstas arriban al BOA (Hovis et al, 2012). Por lo tanto, las
arborizaciones terminales de las neuronas vomeronasales presentan um cardcter
plastico durante el tiempo en que sus axones inervan la CG. En particular, se sugiere

que dichos cambios estarian asociados a aquellas neuronas que se incorporan nuevamente
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al OVN y no a un aumento de la arborizacion terminal de una neurona preexistente. Junto
con ello, se observd que las arborizaciones dendriticas de las neuronas mitrales/tufted
forman contactos sindpticos después de que las arborizaciones terminales de las neuronas
vomeronasales coalescen y forman parte de un glomérulo. Dicho fendmeno ocurren
durante la etapa postnatal temprana en ratones, persistiendo ain en P30. Los resultados de
aquel trabajo muestran que la CG del BOA experimenta cambios estructurales durante las
etapas tempranas del desarrollo postnatal, en relacion a la morfologia de las arborizaciones
que forman contactos sindpticos en dicha capa.

Ambas posibles explicaciones podrian dar cuenta del mayor aumento de la CG del
aBOA en O. degus durante el desarrollo postnatal. En particular, la segunda propuesta
resulta interesante ya que relaciona los cambios ocurridos en la CG con la actividad
neuronal asociada a la recepcion de estimulos feromonales. Es posible que en O. degus, el
aumento exhibido por la CG del aBOA esté asociado a una mayor exposicion a aquellos
estimulos recepcionados por las neuronas VIR durante el desarrollo postnatal. Se ha
sugerido que en O. degus, tanto el habitat como parte de los repertorios asociados a las
conductas reproductivas y agonistas se asocian con el uso preferencial de estimulos
volatiles, los que son recepcionados de forma preferencial por las neuronas VIR (Sudrez &
Mpodozis, 2009). EI desarrollo en torno a dichas conductas podria ejercer un efecto sobre
la formacién del BOA, habiendo un sesgo hacia la mayor actividad de 1a via V1R, lo que
explicaria el sesgo volumétrico hacia aBOA. Sin embargo, alin es necesario conocer con
mas detalle los posibles cambios en la morfologia de las arborizaciones que inervan la CG

y ¢l curso temporal de dichas transformaciones.
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;Cémo se asocia el contexto de crianza a la formacion de la heterogeneidad
morfométrica del BOA? Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la formacion
de un sesgo morfométrico hacia un mayor tamafio de la CG del aBOA se asocia al ambito
social en el que los individuos se desarrollan. Por un lado, O. degus criades en un ambito
social enriquecido (es decir, en que las interacciones entre individuos son variadas), como
el caso de los individuos criados en el entorno natural, se asocian a la presencia de una CG
altamente heterogénea (aBOA>pBOA). Por otro lado, en aquellos individuos que se
criaron en un ambiente social menos enriquecido (individuos criados en condiciones de
cautiverio), la diferencia en el volumen de la CG entre ambos subdominios fue
significativamente menor. Esto tltimo se asemeja a lo observado en individuos criados en
condiciones de aislamiento social. Junto con ello observamos que en una especic hermana
de O. degus, que presenta un bajo grado de socialidad, no existen diferencias significativas
en el tamario de la CG entre los subdominios aBOA y pBOA. En relacién a esto ltimo,
resultaria interesante poder seguir analizando el estado del caracter (es decir, la relacion
morfométrica entre aBOA y pBOA) a nivel filogenético, entre especies que exhiben
distintos grados de socialidad. En particular, los miembros de la familia Octodontidae
exhiben diversos modos de vida en relacién al ambito social, habiendo especies que
presentan un alto grado de socialidad (O degus, O. bridgesi), un bajo grado de socialidad
(O. lunatus) y de modo de vida solitario (7ympanoctomys barrerae). Por lo tanto, este
grupo representa una excelente oportunidad para conocer como dicho caricter varia dentro
dentro de un grupo filogenético acotado y su relacién a los aspectos relacionados al ambito
social.

Por ultimo, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren fuertemente que en O.

degus la formacion de una especializacion en la CG del BOA con un sesgo hacia un mayor
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tamafio del aBOA, estaria asociado al desarrollo de los individuos en un dmbito social

enriquecido, propio de su vivir.
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