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Resumen

RESUMEN

Los reptiles, como ectotermos, dependen estrechamente de la temperatura
ambiental, aunque muchas especies son capaces de regular con notable precision su
temperatura corporal (Tc) por medio de mecanismos comportamentales y fisioldgicos.
En patrticular, los reptiles tienden a mantener sus Tc cercanas a las temperaturas
“Optimas” en términos de actividad metabdlica y de desempefio fisioldgico. Los ajustes
termorregulatorios para mantener la Tc adecuada resultan de un balance entre
diversos requerimientos como el forrajeo, la evitacion de depredadores, y el desarrollo
de actividades sociales y reproductivas, ademas de la necesidad circunstancial de
fortalecer el sistema inmune mediante el aumento de la Tc. Las respuestas a una
infeccion pueden observarse no solo en diferencias de la Tc media, sino también en
un ajuste de la precisiébn en la termorregulacion. Algunos estudios realizados en
lagartos demostraron que, ante una infeccion simulada, los individuos podrian optar
entre dos posibles estrategias conductuales, la fiebre o la hipotermia. Se considera
gue los dos mecanismos termorregulatorios representan estrategias complementarias
de supervivencia ante un proceso de inflamacion sistémica; la fiebre conductual
asegura el ataque activo contra el agente infeccioso, mientras que la hipotermia
permite contrarrestar la infeccion conservando la energia disponible.

Las diferentes respuestas termorregulatorias ante una infeccidon bacteriana
pueden estar afectadas tanto por el estado de salud y reproductivo de los individuos,
como por la disponibilidad de microambientes térmicos predominantes en su
ambiente. Los individuos con un bajo indice de condicién corporal (indicador de bajas
reservas energeéticas) y aquellos que habitan ambientes rigurosos frios suelen
desarrollar hipotermia conductual. En cambio, los individuos que presentan un indice
de condicién corporal normal y que habitan ambientes mas benignos, tienden a
aumentar la temperatura ante un desafio inmune, desarrollando fiebre conductual. En
ambos casos la posibilidad de realizar respuestas conductuales o fisiolégicas impacta
en la adecuacioén biolégica dado que el estado de salud puede afectar la capacidad
de locomocidn y la resistencia fisica, influyendo asi en actividades vitales tales como
el forrajeo, las interacciones sociales y la reproduccion.

En esta tesis presento informacion de base respecto al estado de salud
(presencia de ectoparasitos, valores hematologicos, ensayo de inflamacion de la piel
con fitohemaglutinina e indice de condicién corporal) y la respuesta termorregulatoria
a una endotoxina bacteriana (lipopolisacéarido, LPS) de dos especies hermanas de
liolaémidos viviparos, de la Patagonia, Argentina: Liolaemus kingii y Liolaemus
sarmientoi. Ante un mismo desafio inmune, se espera que estas especies que habitan
a diferentes latitudes, termorregulen segun la disponibilidad térmica de su ambiente
natural. Predecimos que los individuos de L. kingii, que habitan ambientes con climas
templados, tenderan a desarrollar fiebre conductual, mientas que los individuos de L.
sarmientoi que habitan en climas frios, seleccionaran menores temperaturas
desarrollando hipotermia conductual. También se espera que la respuesta
termorregulatoria muestre interaccion con el estado de salud inicial de los individuos.
Ademas, se analiza sélo para L. sarmientoi, como el estado de salud que presentan
en su ambiente natural afecta la termorregulacién y el rendimiento locomotor
(velocidad y resistencia).

Los individuos de L. sarmientoi mostraron capacidad de realizar un ajuste
fisiologico para mejorar la respuesta inmune a una posible infeccion o enfermedad
dado que se observo relacion entre la termorregulacién y el rendimiento locomotor con
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el perfil leucocitario. Los juveniles y machos adultos de esta especie fueron capaces
de seleccionar mayores temperaturas corporales preferidas (Tp ¥y Tpmax) cuando
presentaron altos recuentos de eosindéfilos o basofilos, y mejorar asi, la actividad
fagocitica de estos leucocitos mediante un incremento de la temperatura corporal. En
contraste, las hembras prefiadas de L. sarmientoi mantuvieron sus temperaturas
preferidas estables y no mostraron relacion con el perfil leucocitario. En cuanto al
rendimiento locomotor solo en los juveniles, la resistencia locomotora fue menor en
los individuos que presentaron un alto porcentaje de heterdfilos, relacionados con la
respuesta inmune innata. En cambio, tanto en machos adultos como en hembras
prefiadas, no se hallé una relacion entre el rendimiento locomotor (velocidades de
carrera corta y larga, y resistencia locomotora) y el perfil leucocitario.

Los individuos de ambas especies estudiadas Liolaemus kingii y Liolaemus
sarmientoi, presentaron un buen estado de salud en su ambiente natural, evidenciado
por la ausencia de lesiones externas o ectopardsitos, un indice similar de condicion
corporal entre individuos y la capacidad para desarrollar una respuesta inflamatoria
temporal y localizada cuando fueron inyectados con fitohemaglutinina (PHA).
Liolaemus kingii y L. sarmientoi, termorregularon en forma diferente ante el desafio
inmune, aunque no variaron en el perfil leucocitario entre individuos inyectados con
una endotoxina bacteriana (lipopolisacarido, LPS) y los controles. Ante la misma
amenaza de patdgeno (LPS) en condiciones experimentales de laboratorio similares,
las lagartijas termorregularon a temperaturas cercanas a la temperatura corporal (Tc)
gque experimentan en su ambiente a diferencia de los individuos control (inyectados
con solucion fisiolégica). Los resultados sugieren que la disponibilidad de
temperaturas en los ambientes de L. kingii (Te = 18.6 °C) y L. sarmientoi (Te = 11.7 °C;
Te media de l0s meses de actividad) resulta en una adaptacion, modelando diferentes
caminos evolutivos para las respuestas termofisiologicas a los desafios inmunitarios
apoyando la hip6tesis de esta tesis. Los individuos de L. kingii inyectados con LPS en
el laboratorio mantuvieron su Tp alta y estable dentro del rango del Tseta lo largo de
todo el experimento. En cambio, los individuos de L. sarmientoi inyectados con LPS,
disminuyeron su Tp mostrando la capacidad de realizar termorregulacion conductual,
desarrollando hipotermia. Se espera que surjan futuras investigaciones para avanzar
en el entendimiento de la ecoinmunologia en lagartos y responder interrogantes
relacionados con los posibles desafios del cambio climéatico que estan afectando la
diversidad de ambientes para la termorregulacion y sometiendo las poblaciones a
nuevos patdgenos.
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ABSTRACT

Reptiles, as ectotherms, closely depend on environmental temperature, although
many species are capable of regulating their body temperature (Tc) with remarkable
precision through behavioral and physiological mechanisms. In particular, reptiles tend
to keep their Tc close to "optimal" temperatures in terms of metabolic activity and
physiological performance. In order to maintain adequate Tc, thermoregulatory
adjustments result from a balance among various requirements such as foraging,
avoidance of predators, and the development of social and reproductive activities, in
addition to the circumstantial need to strengthen the immune system by increasing Te.
Responses to an infection can be seen not only in differences in mean T, but also in
thermoregulation precision. Some studies carried out in lizards showed that, when
faced with a simulated infection, individuals could choose between two possible
behavioral strategies, fever or hypothermia. It is considered that the two
thermoregulatory mechanisms represent complementary survival strategies in the face
of a systemic inflammation process; behavioral fever ensures the active attack against
the infectious agent, while hypothermia allows to counteract the infection while
conserving the available energy.

The different thermoregulatory responses to a bacterial infection can be affected
both by the health and reproductive status of individuals, and by the availability of
predominant thermal microenvironments in their environment. Individuals with a low
body condition index (indicator of low energy reserves) and those which live in harsh
cold environments often develop behavioral hypothermia. In contrast, individuals which
present a normal body condition index and living in milder environments tend to
increase the temperature when faced with an immune challenge, developing
behavioral fever. In both cases, the possibility of carrying out behavioral or
physiological responses impacts fitness since the state of health can affect locomotion
capacity and physical resistance, thus influencing vital activities such as foraging,
social interactions and reproduction.

In this thesis | present basic information regarding the health status (presence of
ectoparasites, hematological values, skin inflammation test with phytohemagglutinin
and body condition index) and the thermoregulatory response to a bacterial endotoxin
(lipopolysaccharide, LPS) of two sister species of viviparous liolaemids, from
Patagonia, Argentina: Liolaemus kingii and Liolaemus sarmientoi. Faced with the same
immune challenge, it is expected that these species that inhabit different latitudes,
thermoregulate according to the thermal availability of their natural environment. We
predict that L. kingii individuals, which inhabit environments with temperate climates,
will tend to develop behavioral fever, while L. sarmientoi individuals that live in cold
climates will select lower temperatures, developing behavioral hypothermia. The
thermoregulatory response is also expected to show interaction with the initial health
status of individuals. In addition, it is analyzed only for L. sarmientoi, how the state of
health that they present in their natural environment affects thermoregulation and
locomotor performance (speed and endurance).

The individuals of L. sarmientoi showed the ability to perform a physiological
adjustment to improve the immune response to a possible infection or disease, since
a relationship between thermoregulation and locomotor performance with the
leukocyte profile was observed. Juveniles and adult males of this species were able to
select higher preferred body temperatures (Tp and Tp-max) When they presented high
counts of eosinophils or basophils, thus, improving the phagocytic activity of these
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leukocytes through an increase in body temperature. In contrast, the L. sarmientoi
pregnant females maintained their preferred temperatures stable and showed no
relationship with the leukocyte profile. Regarding locomotor performance only in
juveniles, locomotor resistance was lower in individuals which presented a high
percentage of heterophiles, related to the innate immune response. In contrast, in both
adult males and pregnant females, no relationship was found between locomotor
performance (short and long running speeds, and locomotor endurance) and the
leukocyte profile.

The individuals of both species studied, Liolaemus kingii and Liolaemus
sarmientoi, presented a good state of health in their natural environment, evidenced
by the absence of external lesions or ectoparasites, a similar index of body condition
among individuals and the ability to develop a temporary inflammatory response and
localized when they were injected with phytohemagglutinin (PHA). Liolaemus kingii
and L. sarmientoi, thermoregulated differently before the immune challenge, although
they did not vary in the leukocyte profile between individuals injected with a bacterial
endotoxin (lipopolysaccharide, LPS) and the controls. Faced with the same pathogen
threat (LPS) in similar experimental laboratory conditions, the lizards thermoregulated
at temperatures close to the body temperature (Tc¢) that they experience in their
environment unlike control individuals (injected with physiological solution). The results
suggest that the availability of temperatures in the environments of L. kingii (Te = 18.6
°C) and L. sarmientoi (Te = 11.7 °C; mean Te of the activity months) result in an
adaptation, modeling different evolutionary pathways for thermophysiological
responses to immune challenges supporting the hypothesis of this thesis. Liolaemus
kingii individuals injected with LPS in the laboratory kept their Tp high and stable within
the Tset range throughout the entire experiment. In contrast, L. sarmientoi individuals
injected with LPS, decreased their Tp, showing the ability to perform behavioral
thermoregulation, developing hypothermia. Future research is expected to advance in
the understanding of ecoimmunology in lizards and in answering questions related to
the possible climate change challenges that are affecting the diversity of environments
for thermoregulation and subjecting populations to new pathogens.
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Organizacion de la Tesis

ORGANIZACION DE LA TESIS

Esta Tesis se encuentra organizada comenzando con una introduccion general
y la presentacién del objetivo general, los objetivos especificos, las hipotesis y
predicciones. Luego se desarrollan 4 Capitulos con la finalidad de resolver lo
planteado en el objetivo general y objetivos especificos, destacando que la
organizacion de la tesis en capitulos es principalmente para ayudar en su lectura, ya
que todos se encuentran estrechamente relacionados entre si. En el primer Capitulo
presento un estudio de base realizado durante esta Tesis Doctoral, pero con datos
obtenidos en trabajos de campo previos. En este Capitulo, analizo frotis de sangre de
individuos de una poblacion silvestre de Liolaemus sarmientoi y determino el perfil
leucocitario como parametro basal del estado inmunolégico y estos resultados los
analizo y comparo con variables de temperatura corporal y de rendimiento locomotor.
Luego presento una introduccion comun para los Capitulos 2, 3y 4 en los cuales utilizo
individuos capturados durante el desarrollo de esta Tesis. En el Capitulo 2 evaluo el
estado de salud de las poblaciones de L. kingii y L sarmientoi. En el Capitulo 3
presento los estudios de biologia térmica y eficiencia de termorregulacién para ambas
especies, y en el Capitulo 4 presento los estudios de las respuestas termofisiolégicas
conductuales y posibles cambios en el indice de condicion corporal después de la
administracion de una endotoxina bacteriana (lipopolisacarido; LPS). Luego presento
una Unica discusion en la cual integro los resultados de los Capitulos 2, 3y 4, y por
altimo presento las conclusiones generales que se desprenden de los 4 Capitulos que

conforman la Tesis.



Introduccion General

INTRODUCCION GENERAL

La fiebre es considerada un mecanismo fisioldgico ancestral de defensa del
hospedador ante una infeccion y forma parte de la respuesta inmune innata frente a
la invasion de agentes patdgenos (Zeisberger 1999; Evans et al. 2015). El incremento
de la temperatura corporal permite optimizar muchos componentes tanto de la defensa
inespecifica como de la defensa especifica del hospedador, como la movilidad
leucocitaria, los efectos del interferon y la trasformacion linfocitaria (Kluger 1986;
Zimmerman et al. 2010; Rakus et al. 2017). Este mecanismo fisiologico de defensa
esta presente tanto en invertebrados (Casterlin y Reynolds 1977a; Bronstein y Conner
1984; Stahlschmidt y Adamo 2013) como en todos los taxones de vertebrados,
encontrandose estudios de referencias en mamiferos (Stitt 1973; Urison et al. 1993),
aves (D’Alecy y Kluger 1975; Maloney y Gray 1998), peces (Reynolds et al. 1976,
1978; Cabanac y Laberge 1998), anfibios (Hutchison y Erskine 1981; Sherman et al.
1991; Kluger 1977) y reptiles (Vaughn et al. 1974; Bernheim y Kluger 1976; Goessling
et al. 2017). En vertebrados ectotermos, la fiebre conductual se ha descripto como
respuesta a una infeccion, definida como un cambio en la temperatura preferida del
individuo (Casterlin y Reynolds 1977b; Monagas y Gatten 1983; Boltafia et al. 2013)
acompafada, como en mamiferos, de un cambio en el punto critico hipotalamico
(Vaughn et al. 1974; Kluger et al. 1975; Bernheim y Kluger 1976; Kluger 1977; Ramos
et al. 1993).

Los reptiles, como animales ectotermos, dependen estrechamente de la
temperatura ambiental, aunque muchas especies son capaces de regular con notable
precision su temperatura corporal (T¢) por medio de mecanismos comportamentales
y fisiologicos (termorregulacion activa). Asi, los individuos podrian mantener sus Tc
cercanas a las temperaturas “Optimas” en términos de actividad metabdlica y de
desempeiio fisioldgico (Huey y Slatkin 1976; Carothers et al. 1997; Angilletta et al.
2002). Los ajustes termorregulatorios que un reptil realiza en su ambiente natural para
mantener la Tc adecuada resultan de un balance entre diversos requerimientos como
la necesidad de obtencion del alimento adecuado, la posibilidad de evitar
depredadores, los requerimientos ligados a los procesos reproductivos y sociales, y la
necesidad circunstancial de fortalecer el sistema inmune mediante el aumento de la
Tc (Zimmerman et al. 2010; Rakus et al. 2017). En reptiles, el aumento de la Tc frente

a un desafio inmune ha sido demostrado en tortugas (Monagas y Gatten 1983),
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cocodrilos (Lang 1987; Merchant et al. 2007), serpientes (Burns et al. 1996) y lagartos
(Muchlinski et al. 1989; Ortega et al. 1991). Asimismo, se ha propuesto que los efectos
de una infeccidn simulada pueden observarse no sélo en un aumento de la Tc media,
sino también en un ajuste de la precision termorregulatoria (menor varianza de las Tg;
Hutchison y Dupré 1992; Deen y Hutchison 2001). Sin embargo, las respuestas ante
una infeccion pueden ser variables y algunos estudios realizados en reptiles
demostraron que, ante un desafio inmune, una misma especie podria optar entre dos
posibles estrategias, un aumento de la temperatura, la fiebre conductual, o una
disminucion de la temperatura, denonimada hipotermia conductual (Burns et al. 1996;
Deen y Hutchison 2001). La estrategia de hipotermia conductual fue registrada, por
ejemplo, en el cocodrilo americano Alligator mississippiensis (Merchant et al. 2007),
el anolis verde Anolis carolinensis (Merchant et al. 2008) y la culebra rayada
Thamnophis sirtalis (Burns et al. 1996).

La hipotermia conductual se define como un mecanismo de respuesta frente a
infecciones bacterianas que consiste en la disminucion de la Tc mediante
termorregulacion activa (Burns et al. 1996; Romanovsky y Szekely 1998; Romanovsky
et al. 2005). Los individuos seleccionan temperaturas mas bajas a fin de disminuir la
actividad y el gasto energético, y conservar la energia disponible para contrarrestar
con mas eficacia la infeccion (Merchant et al. 2008). Asimismo, se considera que la
respuesta de hipotermia conductual en lagartos estaria relacionada con la posibilidad
de reducir, mediante la eleccion de temperaturas corporales bajas, la tasa de
crecimiento de un microorganismo patégeno, aumentando asi el tiempo disponible por
el hospedador para desarrollar un ataque inmunoldgico completo (Merchant et al.
2008). Se ha observado que cuando las reservas energéticas de un organismo son
bajas (bajo indice de condicién corporal) la hipotermia conductual se convierte en la
estrategia mas ventajosa frente a infecciones, dado que permite conservar las
reservas energéticas del individuo (Deen y Hutchison 2001; Romanovsky y Szekely
1998). En cambio, se considera que la fiebre conductual ocurriria s6lo cuando no
existen amenazas inmediatas de un déficit sustancial de energia (Romanovsky y
Szekely 1998). De esta forma se considera que los dos mecanismos de respuestas
termorreguladoras frente a un desafio inmune representan estrategias
complementarias de supervivencia ante un proceso de inflamacién sistémica: la fiebre
conductual asegura el ataque activo y rapido contra el agente infeccioso, mientras que

la hipotermia conductual otorga mas tiempo para el desarrollo de una respuesta
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inmune, debilitando al agente patdgeno y conservando la energia disponible
(Romanovsky y Szekely 1998; Garami et al. 2018).

El grado de contribucion de cada mecanismo de respuesta frente a una infeccion
dependera de la gravedad de la misma, del tipo de agente infeccioso, de las
caracteristicas de la patologia premorbida, de las condiciones del individuo como por
ejemplo el estado nutricional y el nivel de estrés, y también, como factor muy
importante, de la disponibilidad de temperaturas microambientales para la
termorregulacion (Romanovsky y Szekely 1998; Deen y Hutchison 2001; do Amaral et
al. 2002). En condiciones de laboratorio, también se ha demostrado que algunas
especies de reptiles no presentan un aumento de la Tc ante la inyeccion de un
pirdgeno, ni tampoco desarrollan hipotermia conductual, como es el caso del lagarto
armadillo Cordylus catuphractus (Laburn et al. 1981) y la tortuga leopardo Geochelone
pardalis (Zurovsky et al. 1987), y esta falta de respuesta termofisiolégica se ha
atribuido al tipo de endotoxina utilizada y a la dosis del pirogeno suministrada (Hallman
et al. 1990; Muchlinski et al. 1995).

De esta forma, las diferentes respuestas termorregulatorias observadas ante una
infeccion bacteriana en ectotermos se encuentran afectadas por factores tanto
biéticos, como por factores abiéticos. Entre los principales factores biéticos podemos
mencionar el estado de las reservas energéticas del individuo, el estado reproductivo,
la presencia de depredadores o las interacciones sociales, asi como el estado de salud
que afecta la temperatura corporal (Tc), el comportamiento termorregulatorio (Tp), la
velocidad de carrera (Oppliger et al. 1996; Zamora Camacho et al. 2015) y la
resistencia fisica (Schall 1990; Husak et al. 2021). En patrticular, el indice de condicion
corporal, indicador de la cantidad de reservas energéticas de un organismo (Peig y
Green 2009, 2010) y de su adecuacioén biolbgica, se relaciona directamente con el tipo
de respuesta termorregulatoria ante infecciones (Bradshaw y Death 1991; Carranza y
Hidalgo de Trucios 1993; Dobson y Michener 1995; Cuadrado 1998; Tomasevic et al.
2007). Por otra parte, entre los factores abioticos, las caracteristicas climaticas
determinan en gran parte la disponibilidad de microambientes térmicos para la
termorregulacion, y asi, los reptiles con menor disponibilidad de microambientes
térmicos, por ej. con escasez de vegetacion o refugios (Smith y Ballinger 2001; Sears
y Angilletta 2015), se encontrardn limitados para desarrollar fiebre o hipotermia
conductual, y en consecuencia podrian ser mas vulnerables ante una infeccion por
patogenos (Todd et al. 2016).

10
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Los cambios en el comportamiento termorregulatorio también se relacionan con
las respuestas fisioldégicas a nivel bioquimico celular (Rakus et al. 2017). Las
moléculas sefiales generadoras de fiebre pueden inducir a distintos tipos de células
fagociticas a producir una proteina termo-labil, que actia como un pirégeno endégeno
responsable del aumento del punto-critico hipotalamico de termorregulacion (Rakus
et al. 2017). La composicion molecular del pirbgeno endbégeno responsable del
aumento de la temperatura, asi como la interleucina-1 o el lipopolisacarido
componente de la pared celular de las bacterias gran negativas (LPS), son
ampliamente compartidas en el reino animal. Por ejemplo, uno de los primeros
estudios realizados en reptiles fue llevado a cabo por Bernheim y Kluger (1976) que,
simulando las condiciones ambientales del desierto, monitorearon en el laboratorio las
temperaturas corporales de Dipsosaurus dorsalis antes y después de la inyeccion de
bacterias pirdgenas. Estos investigadores observaron que los lagartos elegian las
zonas de mayor radiacion térmica aumentando considerablemente su Tc y que la
respuesta de fiebre en reptiles es similar a la de aves y mamiferos, por lo cual sugieren
un origen y probablemente un mecanismo bioquimico comun (Bernheim y Kluger
1976).

En la presente Tesis se estudian el estado inmunoldgico, el indice de condicion
corporal y las respuestas termofisiolégicas conductuales (fiebre o hipotermia) frente a
una potencial infeccién de origen bacteriano en dos especies viviparas que comparten
el mismo clado y que habitan ambientes a diferentes latitudes con diferente
rigurosidad climatica, Liolaemus kingii y Liolaemus sarmientoi. Los estudios que
evallan el estado de salud de poblaciones de vida silvestre son escasos para la
mayoria de las especies del género Liolaemus y no hay estudios acerca de las
posibles respuestas que podrian desarrollar frente a un desafio inmune. Existen
estudios previos sobre especies de este género que se enfocan Unicamente en la
descripcion de parametros hematoldgicos (Ceballos de Bruno 1995), presencia de
diferentes especies de ectoparasitos (Castillo et al. 2015; Espinoza-Carniglia et al.
2016; Mufoz-Leal et al. 2016; Juarez Heredia et al. 2020), parasitos nematodes
(Castillo et al. 2019) y hemoparasitos (Megia-Palma et al. 2017). Los resultados de
esta Tesis aportaran al conocimiento de parametros basales del estado de salud de
poblaciones silvestres de reptiles del género Liolaemus y de sus estrategias frente a
un desafio inmune, representando una oportunidad para avanzar en el conocimiento

de la ecofisiologia térmica y ecoinmunologia en reptiles de Argentina.
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Obijetivos e Hipotesis

OBJETIVO GENERAL

Avanzar en el conocimiento de pardmetros basales del estado de salud de
poblaciones silvestres de liolaémidos y su efecto sobre las temperaturas
preferidas de termorregulacion y la locomocion. Ademas, conocer si las
lagartijas responden a una infeccién inducida con un lipopolisacérido bacteriano
desarrollando respuestas conductuales de fiebre o hipotermia, segun las
caracteristicas térmicas predominantes en su ambiente natural. Para ello, se
seleccionaron como modelo de estudio dos especies hermanas de liolaémidos
viviparos, que habitan ambientes a diferentes latitudes y condiciones
ambientales en la Patagonia, Argentina: Liolaemus Kkingii y Liolaemus

sarmientoi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y caracterizar:

1. El perfil leucocitario como parametro basal del estado inmunolégico de

individuos de una poblacion silvestre de Liolaemus sarmientoi y su relacion con
variables ecofisiolégicas tales como el indice de condicion corporal, la
temperatura corporal en el ambiente natural (T¢), la temperatura preferida en
el laboratorio (Tp), el rendimiento locomotor y la resistencia. Para este objetivo
se analizaron frotis de sangre y variables ecofisiolégicas obtenidos en estudios

previos a esta tesis.

El estado de salud de individuos de Liolaemus kingii y Liolaemus sarmientoi
de poblaciones silvestres a partir de: la presencia de ectoparasitos (acaros o
garrapatas), el indice de condicion corporal, valores hematologicos (perfil
leucocitario, relacion heterdfilo/linfocito y conteo de eritrocitos) y la respuesta
inmune individual mediante la prueba de la fitohemaglutinina (PHA).
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3. La disponibilidad de microambientes térmicos para la termorregulacion
conductual en el ambiente natural de cada especie (temperaturas operativas;
Te).

4. Las Tp de los ejemplares en el laboratorio y el indice de eficiencia para la

termorregulacion (E) de ambas especies (sensu Hertz et al. 1993).

5. Las Tps después de la administracién de un lipopolisacarido (LPS; grupo
tratamiento) o solucion fisiologica (PBS; grupo control), y relacionar los

resultados con una respuesta conductual de fiebre o de hipotermia.

6. El estado de salud a partir del indice de condicion corporal y los valores
hematoldgicos de los individuos del grupo tratamiento (LPS) y control (PBS)

antes y después del estudio experimental.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES:

Hipotesis 1: El estado inmunologico y el indice de condicién corporal de
individuos de L. sarmientoi afectan el desempefio de diferentes variables
ecofisioldgicas relevantes vinculadas con la adecuacion biologica.

Prediccion 1: Los individuos con un perfil leucocitario caracteristico de una
respuesta inmune y con menor indice de condiciébn corporal presentaran una Tp
diferente a la media para la especie, menor rendimiento y resistencia para la

locomocion.

Hipotesis 2: Liolaemus kingii y Liolaemus sarmientoi frente a un desafio inmune
modifican sus Tp de acuerdo a su estado de salud, y su respuesta estara condicionada
también por la disponibilidad de microambientes para la termorregulacion en su
ambiente natural. Esta hipo6tesis se basa en la gran versatilidad de las especies del
género Liolaemus para habitar ambientes con diferente rigurosidad climatica y su
capacidad para utilizar diferentes fuentes de calor para alcanzar Tp en su ambiente
natural (termorregulacién eficiente, moderada o termoconformidad).

Prediccion 2: En un gradiente térmico en laboratorio y ante una infeccion

bacteriana simulada, los lagartos de la especie L. kingii, que habitan el ambiente méas
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templado, responderan termorregulando a mayores temperaturas y desarrollando asi
fiebre conductual. En cambio, los lagartos de la especie L. sarmientoi que habitan el
ambiente mas frio, responderan a una infeccion simulada termorregulando a menores
temperaturas, desarrollando hipotermia conductual. La respuesta termorregulatoria

mostrara interaccion con el estado de salud de cada individuo.

Hipotesis 3: Las bacterias o productos bacterianos producen una inflamacion
sistémica caracterizada por una activacion masiva de macrofagos y de leucocitos
polimorfonucleados en circulacién sanguinea. Los individuos del grupo tratamiento
(LPS) de L. kingii y L. sarmientoi presentaran un perfil leucocitario diferente al
presentado antes de la infeccion bacteriana experimental.

Prediccion 3. El perfil leucocitario de los individuos infectados de ambas
especies presentara un mayor porcentaje de granulocitos polimorfonucleados, asi
como un menor porcentaje de monocitos, comparado con el perfil leucocitario de los
individuos antes de la infeccién, mientras que los individuos del grupo control no

presentaran diferencias en el perfil leucocitario antes y después del experimento.

14



Especies y Areas de estudio

ANTECEDENTES SOBRE LAS ESPECIES

Especies elegidas para el estudio:

La familia Liolaemidae, integrada por los géneros Ctenoblepharys, Phymaturus
y Liolaemus, incluye especies que se distribuyen en ambientes aridos y semiaridos de
América del Sur Austral (Abdala y Quinteros 2014). El género Liolaemus es el mas
diverso de esta familia y su nimero de taxa aumenta considerablemente cada afio.
Liolaemus comprende alrededor de 283 especies descriptas (Abdala et al. 2021), con
una alta diversidad en los rasgos de historia de vida y una amplia distribucion
latitudinal y altitudinal, que se extiende desde los Andes de Pera y Bolivia hasta la
Provincia de Tierra del Fuego en Argentina y Chile (desde los 10° S a los 54° 17' S),
y desde el nivel del mar hasta mas de 5000 m snm (Schulte et al. 2000; Aparicio y
Ocampo 2010; Aguilar et al. 2013). Las especies del género Liolaemus muestran una
gran plasticidad en sus respuestas fisiologicas para adaptarse a una gran diversidad
de climas y ambientes (Ibargtiengoytia et al. 2008; Cruz et al. 2009; Labra et al. 2009;
Ibargiengoytia et al. 2010; Medina et al. 2011; Moreno-Azécar et al. 2013;
Ibargiengoytia et al. 2021). En esta Tesis se tomaron como modelo de estudio dos
especies de lagartos del género Liolaemus que habitan en la Patagonia Argentina,
Liolaemus kingii y Liolaemus sarmientoi (Fig. 1 y Fig. 2). Estas especies son de
tamafios corporales similares, ambas Vviviparas, y estan relacionadas
filogenéticamente. Ambas especies estan categorizadas como de Preocupacién
Menor (LC) en la lista roja (IJIUCN) y como No Amenazadas (NA) en la ultima
Categorizacién del estado de conservacién de las lagartijas y anfibenas de la
Republica Argentinan (Abdala et al. 2012).

Liolaemus kingii (BELL, 1843)

La especie Liolaemus kingii esta restringida a la Patagonia Argentina donde tiene
una amplia distribucion en el oeste y sur de la provincia de Chubut y en toda la
provincia de Santa Cruz (Breitman et al. 2014; Fig. 3). Su bioecologia es poco
conocida, se ha descripto como una especie generalista que habita muy diferentes

biotopos desde la precordillera hasta la costa, en mesetas, bajos endorreicos y
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terrazas de variada estructura de terrenos (Scolaro 2005). Es una lagartija robusta,
con un tamafo aproximado de 100 mm de longitud hocico-cloaca (LHC; Scolaro
2005), insectivora, vivipara y el tamafio de camada es de 2 a 5 crias (Ibargiiengoytia
et al. 2002; Scolaro 2005).

Figura 1. Ejemplar de Liolaemus kingii. Foto tomada por: F. Duran.

Liolaemus sarmientoi DONOSO-BARROS, 1973

La distribucion de L. sarmientoi esta restringida al sur de la Patagonia Argentina,
en las regiones central y sur de la provincia de Santa Cruz, llegando al estrecho de
Magallanes (Breitman et al. 2014; Fig. 3). Liolaemus sarmientoi es una especie
considerada frecuente en su area de distribucion, que vive en pequefias poblaciones
a lo largo de afloramientos rocosos de depdsitos glaciofluviales o derrames de lava de
antiguos crateres volcanicos, en la seca estepa magallanica patag6nica (Breitman et
al. 2014). También es una lagartija de tamafio mediano (LHC hembras: 76.90 + 1.21 mm;
LHC machos: 76.82 £ 2.02 mm, lbarglengoytia et al. 2010), vivipara (Donoso-Barros
1966; Cei 1986; Scolaro 2005), con dieta omnivora y saxicola (Cei 1986; Scolaro y
Cei 1997). Las hembras presentan un ciclo reproductivo anual-bianual y un tamafio
de camada de 2 a 7 crias (Fernandez et al. 2015). Estudios previos muestran que L.
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sarmientoi es un termorregulador moderado (sensu Hertz et al. 1993; E = 0.30;
Ibargliengoytia et al. 2010), que es capaz de alcanzar su maximo rendimiento

locomotor en un rango amplio de temperaturas (Fernandez et al. 2011).

Figura 2. Ejemplar de Liolaemus sarmientoi. Foto tomada por: F. Mendez de La Cruz.

42°0'S

N
A

Lk

. Distribucion de Liolaemus kingii

53°0'S
* Liolaemus kingii (poblacién Esquel)

Distribucion de Liolaemus sarmientoi

‘A? Liotaemus sarmientoi (poblacién Rio Gallegos

76°0'W 66°0'W

Figura 3. Mapa del extremo sur de América del Sur (Argentina y Chile) en el cual se presenta
la distribucion de Liolaemus kingii (zona marcada en verde) y Liolaemus sarmientoi (zona
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marcada en amarillo) segun Donoso-Barros (1966) y Breitman et al. (2014). Las estrellas

indican los lugares de muestreo de cada una de las especies.

Area de estudio:

El trabajo de campo para la captura de los individuos de Liolaemus kingii se llevo
a cabo en cercanias de la cuidad de Esquel, al oeste de la provincia de Chubut,
Argentina (43° S, 70° O; 630 m snm), siendo esta poblacion, una de las que se
encuentra en el extremo norte de la distribucion de la especie. Esta region presenta
un clima con bajas temperaturas medias anuales, una gran amplitud térmica diaria y
estacional, variaciones en la intensidad de las precipitaciones que se acrecientan en
otofio e invierno, y vientos predominantes del sector oeste durante todo el afio en toda
la region, aunque mas intensos en el verano (Paruelo et al. 1998). Este sitio presenta
una vegetacion subarbustiva escasa dominado por los géneros Verbena, Nassauvia,
y Chuquiraga spp., y pastos escasos dominado por los géneros Stipa y Poa (Scolaro
2005; Fig. 4A).

Los individuos de Liolaemus sarmientoi se capturaron en cercanias de la cuidad
de Rio Gallegos, al sur de la provincia de Santa Cruz, Argentina (51° S, 69° O; 109 m
snm), siendo esta poblacién, una de las que se encuentra en el extremo sur de la
distribucion de la especie. El clima que predomina en esta region es templado frio,
semiarido (Soto y Vazquez 2001), dominado por masas de aire frias y humedas
subpolares con vientos que se incrementan hacia el sur, lo que contribuye con la
aridez, caracteristica distintiva del clima Patagonico (Camilloni 2007). La vegetacion
gue se puede encontrar en esta region se compone de arbustos de medio porte y
matorrales de mata negra (Junellia tridens), mata negra fueguina (Chiliotrichum
diffusum), calafate (Berberis buxifolia), parrilla (Ribes magellanicum) y matorrales de
subarbustos, entre los que sobresalen la mata torcida enana (Nardophyllum bryoides),
manca perro (Nassauvia ulicina), murtilla (Empetrum rubrum) y otros pastos y arbustos
enanos (Festuca, Ephedra, Lepidophyllum, Senecio; Oliva et al. 2001; Scolaro 2005;
Fig. 4B).
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Figura 4. Fotografias de los sitios en los que fueron capturados los individuos de cada
especie: estepa en donde habita Liolaemus kingii (A) y promontorio rocoso en donde habita
Liolaemus sarmientoi (B).
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Capitulo1

CAPITULO 1: ESTUDIO DEL PERFIL LEUCOCITARIO Y SU
RELACION CON LA BIOLOGIA TERMICA Y EL
RENDIMIENTO FISIOLOGICO EN INDIVIDUOS DE Liolaemus

sarmientoi

1.1 Introduccién

La interaccion entre las respuestas del sistema inmune y la plasticidad fenotipica
del rendimiento fisioldgico, relacionado con la aptitud fisica, define la resistencia de
las poblaciones (Graham et al. 2011). El desarrollo de una respuesta inmune y su
magnitud depende de varios factores, como por ejemplo el tipo de patégeno que
genera la enfermedad, y la condicién corporal y la temperatura corporal del huésped
(Zimmerman et al. 2010). Tal como se explicé anteriormente, la mayoria de los
vertebrados mejoran la capacidad de respuesta del sistema inmunitario mediante
cambios en la Tc¢ (Rakus et al. 2017). En particular, los ectotermos que dependen de
fuentes de calor externas, modifican su Tc mediante conductas termoregulatorias

(Bernheim y Kluger 1976; Kluger 1977, 1979) para mitigar o neutralizar una infeccion
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(Hallman et al. 1990; Deen y Hutchison 2001; do Amaral et al. 2002; Merchant et al.
2008).

Aunque la funcién inmune puede beneficiarse con un cambio de la Tc, en lagartos
esto representa un costo energético que se suma a los costos energéticos que
conlleva un desafio inmune, asi como también a los costos de mantener una aptitud
fisica 6ptima. En conjunto estos costos energéticos resultan en un equilibrio entre los
beneficios acumulados del control de la Tc y los costos de la termorregulacion
(Hallman et al. 1990; Ortega et al. 1991; Merchant et al. 2008). En muchos casos,
cuando los individuos asignan recursos energéticos a los procesos inmunes, pueden
sufrir una disminucién general del indice de condicién corporal que refleja la cantidad
de reservas energéticas almacenadas como grasa (Peig y Green 2009, 2010),
afectando el rendimiento general y las interacciones del individuo con el medio
ambiente. Una de las variables ecofisiol6gicas mas relevantes que puede verse
afectada por la condicion corporal del individuo es el rendimiento locomotor, ya que
afecta la capacidad de dispersarse, alimentarse, socializar y evadir a los depredadores
(Greenwald 1974; Bennett 1980; Christian y Tracy 1981). Por ejemplo, una
disminucién en la velocidad de pique (carrera corta), en la velocidad durante distancias
largas (carrera larga) y en la resistencia locomotora, podrian afectar negativamente la
adecuacion biolégica y, por lo tanto, también la supervivencia (Schall et al. 1982;
Oppliger et al. 1996; Garrido y Pérez-Mellado 2013; Zamora-Camacho et al. 2015).

Durante una infeccidn, la actividad del sistema inmune es costosa en términos
de la reasignacién de reservas energéticas, asi como de recursos especificos, como
proteinas y aminoacidos (Schmid-Hempel 2011). La asignacién de reservas
energéticas al desarrollo de una respuesta inmune reduce la disponibilidad de energia
para otras funciones, como la reproduccion y particularmente, para el desarrollo
embrionario en hembras prefiadas (Wang et al. 2014). No obstante, en Urosaurus
ornatus el efecto de los costos energéticos de una respuesta inmune se observé sobre
el proceso de vitelogénesis. En esta especie la curacion de heridas en las hembras
fue aproximadamente un 30% mas lenta durante el periodo de vitelogénesis en
comparacion con otras etapas reproductivas, sugiriendo que este proceso es
energéticamente mas exigente (French y Moore 2008). Por lo tanto, el desarrollo de
respuestas del sistema inmunitario, asi como los costos asociados a la eficiencia

termorreguladora necesaria durante una infeccién, conllevan una serie de
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consecuencias costosas que afectan el comportamiento y el rendimiento
ecofisiolégico en ectotermos (Deen y Hutchison 2001; Zamora-Camacho et al. 2016).

Durante una respuesta inmune se activan y participan los leucocitos (serie de
glébulos blancos) que reconocen agentes extrafios o patdégenos y responden por
fagocitosis (respuesta celular), anticuerpos (respuesta humoral) y agentes oxidantes
o lisozimas (Wakelin y Apanius 1997; Zimmerman et al. 2010). En este sentido, se
pueden analizar los valores sanguineos y obtener informacion diagnéstica valiosa
sobre el estado de salud general de los animales mediante el perfil leucocitario y los
valores hematolégicos como el hematocrito, recuentos totales de eritrocitos y
hemoglobina, asi como signos claros de patologia, como la presencia de parasitos
sanguineos (Sykes y Klaphake 2008; Stacy et al. 2011). Algunos de los leucocitos
presentes en circulacion sanguinea son componentes importantes del sistema inmune
innato o no especifico y son la primera linea de defensa contra un agente extrafio
(Zimmerman et al. 2010, 2020).

La funcion inmunoldgica de los leucocitos, aunque varia entre los taxones, es
similar en los vertebrados (Davis et al. 2008). En la mayoria de los organismos una
alta concentracion de hormonas del estrés (glucocorticoides, como la corticosterona)
altera la cantidad de leucocitos en circulacion, aumentando la cantidad de heterofilos
y disminuyendo los linfocitos (Davis et al. 2008; Silvestre 2014). En consecuencia, la
relacion heterofilo/linfocito (H/L) se usa con frecuencia como una medida indirecta del
estrés. Ademds, una infeccion provoca un aumento en el numero de heterdfilos
circulantes, que son las primeras células fagociticas en atacar y absorber particulas y
organismos extrafios (Davis et al. 2004, 2010).

En los diferentes grupos de reptiles, como también en aves, los heteroéfilos se
consideran equivalentes a los neutrofilos de mamiferos porque exhiben la misma
funcién inmune (Stacy et al. 2011). Los eosindfilos estan asociados a infecciones
parasitarias y modulan la respuesta inmune mediante la secrecion de productos
guimicos que promueven la fagocitosis, siendo tipicamente bajo su numero en
circulacién sanguinea (Rothenberg y Hogan 2006). Los basofilos estan involucrados
en la inflamacién y, cuando son activados por un antigeno, se desgranulan y liberan
histamina (Campbell 1995). En cambio, los linfocitos estan relacionados con una
variedad de funciones inmunolégicas, como la produccion de inmunoglobulina y la
modulacién de la defensa inmune (Campbell 1996). Los monocitos también son

fagociticos y pueden aumentar en niumero en la circulacion sanguinea durante las
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infecciones (Davis et al. 2004: Bonadiman et al. 2010). Finalmente, los azurofilos son
un tipo de leucocitos que se encuentran principalmente en reptiles del Orden
Squamata, y que aumentan su numero en la circulacion sanguinea durante las
infecciones y debido al parasitismo en sangre por protozoos (Salakij et al. 2002; Stacy
et al. 2011). Por otro lado, es importante mencionar que los eritrocitos de los reptiles
son similares en morfologia microscépica y ultraestructural a los de otros vertebrados
no mamiferos. Aunque, los eritrocitos de reptiles, aves, anfibios y peces presentan
nacleo y, por lo tanto, son mas grandes que sus homélogos de mamiferos. Lo mismo
ocurre con las plaquetas (trombocitos) de reptiles, aves, anfibios y peces que
presentan nucleo, a diferencia de las plaquetas de mamiferos (Stacy et al. 2011).

En este Capitulo estudio el perfil leucocitario como parametro basal del estado
inmunolégico de individuos de Liolaemus sarmientoi y su relacion con diferentes
variables ecofisiolégicas. En particular, caractericé el perfil leucocitario de cada
individuo mediante la estimacion de los porcentajes de linfocitos, heterofilos, baséfilos,
eosinofilos y monocitos en frotis de sangre, y analicé su relacién con variables
ecofisioldgicas tales como el indice de condicion corporal, la temperatura corporal en
el ambiente natural (T¢), la temperatura preferida en el laboratorio (Tp), el rendimiento
locomotor y la resistencia locomotora. Todas estas variables ecofisiologicas se
relacionan directamente con la adecuacién biolégica de las especies. Se predice que
el estado inmunolégico de las lagartijas induce cambios en la termorregulacion y en
las preferencias térmicas, y afecta el rendimiento y la resistencia locomotora. En
particular, espero que los individuos con un alto porcentaje de ciertos tipos de
leucocitos en su perfil leucocitario (caracteristico de una respuesta inmune) presenten
Tc mas altas a la captura y mayores Tp y un rendimiento fisioldgico general disminuido.
Finalmente, analizo las limitaciones sobre la termorregulacién impuestas por la
condicion corporal y las restricciones ambientales, y discuto los resultados en el marco

de la vulnerabilidad a los patdogenos de una poblacion de lagartos residentes.

1.2 Materiales y Métodos

1.2.1 Area de estudio y especimenes capturados
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El trabajo de campo fue llevado a cabo en el sur de la provincia de Santa Cruz,
Argentina (51° S, 69° O; 109 m snm) en noviembre de 2011 por las Dras. Nora
Ibargiiengoytia, Jimena Fernandez y Marlin Medina, integrantes del grupo de
Investigacion del laboratorio donde desarrollé esta tesis. El clima de esa region, como
mencioné anteriormente, se caracteriza por ser templado frio y semiérido (Soto y
Vézquez 2001). Los vientos son muy fuertes, con una velocidad media de 37 km/h
durante la primavera y el verano, y una velocidad maxima durante el verano que
alcanza los 120 km/h, lo que resulta en condiciones climaticas siempre cambiantes.
La temperatura media anual del aire es de 8.04 + 1.37 °C (de 1.2 a 14.1 °C), pero la
temperatura media del aire durante el periodo de actividad de las lagartijas, que
comprende de octubre a marzo, es de 12.1 + 0.81 °C (Estacién Meteoroldgica en Rio
Gallegos, Santa Cruz, datos del afio 2011 cuando se realizo el trabajo de campo).

En el muestreo se capturaron 8 machos juveniles, 14 machos adultos y 15
hembras prefiadas de L. sarmientoi (N wta = 37) 2a mano o con lazo, cuando estuvieron
activos entre las 10:00 y las 19:00 horas. Inmediatamente después de la captura, se
midio la Tc (TES 1303, termometro digital = 0.03 °C) utilizando una termocupla (TES
TP-K01, 1.62 mm de diametro) colocada aproximadamente 1 cm dentro de la cloaca.
Las mediciones de la Tc se realizaron dentro de los 10 seg luego de la captura para
evitar la transferencia de calor desde las manos del operador hacia el ejemplar. Cada
sitio de captura fue georreferenciado (datos GPS con resolucion de 3 m, GARMIN), lo
que permitid devolver a los individuos en el sitio exacto en el cual fueron encontrados
luego de finalizar con los experimentos. El permiso de captura (No. 09/09) se obtuvo
de la Delegacion de Vida Silvestre de la Provincia de Santa Cruz, Argentina. El
cuidado de las lagartijas siguio las pautas ASIH/HL/SSAR para el uso de anfibios y
reptiles vivos, asi como las regulaciones detalladas en la Ley Nacional Argentina No.
14346.

1.2.2 Experimentos de laboratorio

Luego de las capturas las lagartijas fueron trasladados al laboratorio alojadas en
bolsas de tela individuales limpias. Los ejemplares se mantuvieron en un lugar
tranquilo, y los experimentos se realizaron individualmente para evitar interferencias
conductuales entre las lagartijas y minimizar el estrés. Los experimentos se realizaron

durante su horario de actividad diaria natural (10:00 a 19:00 hs) y dentro de las 48 hs
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posteriores a la captura. Primero, cada individuo realiz6 la prueba de termorregulacion
(Tp; 2 hs de duracién) seguido de al menos 2 hs de descanso antes de la prueba de
velocidad de carrera que duré aproximadamente 15 min. Luego, cada lagartija
descans6 al menos 2 hs antes de la prueba de resistencia locomotora.
Inmediatamente después de la prueba de resistencia, se tomé una muestra de sangre
para la realizacion de los frotis y se tomaron medidas de la longitud hocico-cloaca
(LHC) y la masa corporal (MC). Después de los experimentos, cada lagartija fue

liberada en su sitio de captura registrado mediante GPS.

-Temperatura corporal preferida (Tp)

Las lagartijas se colocaron individualmente en terrarios abiertos (100 x 25 x 15
cm) construidos de madera de fibra de densidad media (MDF; en paredes y sustrato).
En cada terrario se establecio un gradiente térmico utilizando una lampara que genere
calor (75 W) colocada en uno de los extremos del terrario. Se colocé papel aluminio
para cubrir el extremo caliente de cada terrario y minimizar la pérdida de calor hacia
las paredes del mismo durante el experimento. Con esto, logramos un gradiente
térmico de 17 - 40 °C a lo largo de cada terrario. Los gradientes de temperatura se
monitorearon continuamente durante el experimento usando un termometro (TES
1303; termdémetro digital £ 0.03 °C). En los terrarios no se coloc6 ningun sustrato
especial, refugio, agua o comida durante los experimentos a fin de ofrecer a los
individuos la posibilidad de elegir conductualmente su Tp sin distracciones. La Tc de
cada individuo se midié utilizando una termocupla ultrafina (0.08 mm) colocada
aproximadamente 1 cm dentro de la cloaca y sujetada a la base de la cola con cinta
adhesiva hipoalergénica, lo que permitié el movimiento normal y el comportamiento
habitual de las lagartijas. El otro extremo de cada termocupla ultrafina estaba
conectado a un Mdédulo de adquisicion de datos (USB-TC08, OMEGA) que registraba
automaticamente la temperatura corporal a intervalos de 1 min simultdneamente en
todos los ejemplares. Las lagartijas, con las termocuplas conectadas, se colocaron en
el gradiente térmico y se les permitié aclimatarse y recuperarse de la manipulacion
durante 20 min, luego de lo cual se registré su Tp continuamente durante 2 hs (de
acuerdo con las metodologias de Ibargliengoytia et al. 2010). Asi, para cada ejemplar

se obtuvo la temperatura corporal preferida media (Tp), el valor minimo (Tp-min) y el
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valor maximo (Tp-max) Seleccionados, que fueron utilizados para analizar su relacion

con el perfil leucocitario.

-Rendimiento Locomotor

Antes de llevar a cabo los experimentos de velocidad de carrera corta y larga
(CCy CL respectivamente) y los experimentos de resistencia locomotora, las lagartijas
se mantuvieron 30 min a temperaturas cercanas a la Tp media obtenida para la
especie (34.43 + 0.28 °C; Ibarguengoytia et al. 2010) en un terrario (35 x 20 x 20 cm)
acondicionado con una lampara incandescente de 75 W. La temperatura se registro
usando una termocupla colocada aproximadamente 1 cm dentro de la cloaca del
individuo y conectada a un termometro digital (TES 1303; + 0.03 °C). En todos los
experimentos (CC, CL y resistencia) si era necesario, se alent6 a los individuos a
correr tocandolos suavemente en las patas traseras o en la cola de manera de evitar

interferir con el rendimiento locomotor.

e Velocidad de Carrera Corta y Larga

Las pruebas se realizaron en un dispositivo de carreras de 0.07 m de ancho y
1.20 m de longitud, con una plancha de corcho como sustrato y un refugio en un
extremo (Fig. 5). El movimiento del individuo fue detectado por ocho fotocélulas
colocadas a intervalos de 0.15 m a lo largo de la pista y conectadas a un ordenador vy,
de esta manera, se registro la velocidad en cada seccion de 0.15 m y en la longitud
total de 1.05 m. Para el andlisis de los datos obtenidos, el recorrido se dividio en un
componente de carrera corta (CC, primera seccion de 0.15 m), y un componente de
carrera larga (CL; 0.15 - 1.20 m), ambas carreras indicativas de la capacidad
locomotora de la lagartija, aunque con diferentes implicancias ecofisiologicas. Las
carreras cortas de 0.15 m representan la primera respuesta de estallido o escape de
un depredador, ya que la velocidad maxima suele alcanzarse en los primeros
milisegundos de la respuesta y en el campo, representan la distancia entre dos grietas
cercanas o0 dos arbustos contiguos. Mientras tanto, los recorridos de 1.05 m
representan las distancias mas largas que las lagartijas suelen utilizar para actividades
como la busqueda de alimento, la defensa territorial y el cortejo (Miles 2004; Cabezas-
Cartes et al. 2014).
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Cada lagartija corrio tres veces consecutivas a una Tc = 32.81 + 0.33 °C, que
corresponde a una temperatura cercana a la media de su Tp (Ibargiengoytia et al.
2010). Solo se uso en los andlisis la velocidad de carrera maxima de las tres carreras
realizadas tanto para CC o CL por cada lagartija. Seguimos las metodologias
utilizadas anteriormente para L. sarmientoi (Fernandez et al. 2011) y otros Liolaemus
(Kubisch et al. 2011).

e Resistencia Locomotora

Se midié la resistencia fisica para la locomocién en una cinta de correr ajustada
a una velocidad de 0.5 km/h siguiendo la metodologia de Sinervo et al. (2000; Fig. 5).
La resistencia locomotora se definié como el tiempo en que los individuos corrieron en
la cinta hasta que mostraron signos visibles de agotamiento corporal, indicado por la
incapacidad de los individuos de enderezarse cuando se colocan boca arriba (Sinervo
y Huey 1990; Sinervo et al. 2000). Las lagartijas corrieron a una Tc = 34.36 £ 0.08, que
corresponde a una temperatura cercana a la media de su Tp (Ibargiengoytia et al.
2010). La temperatura se mantuvo mientras corrian gracias a una lampara

incandescente de 75 W colocada arriba de la cinta de correr.
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Figura 5. Experimentos de Rendimiento Locomotor. Fotos de los dispositivos utilizados para
determinar las velocidades de carrera corta y carrera larga (lzquierda) y la resistencia

locomotora de cada individuo (Derecha).

1.2.3 Determinacion del indice de condicién corporal (ICC)

Analicé la condicion de los ejemplares usando el indice de condicion corporal
(ICC), calculado como:
ICC = M; X [LHC,/LHC;]PSMA

donde M; y LHC; son la masa y LHC del individuo, LHCo es la media aritmética del
LHC de la poblacién, y el exponente de bSMA es la pendiente del eje mayor
estandarizada de la regresion de In (MC) en In (LHC) para la poblacion (Peig y Green
2009, 2010). Calculé el exponente de bSMA usando el paquete "Imodel2" (Legendre
2015) en R version 3.5.3 (R Core Team 2015). Determiné el ICC de cada juvenil y
macho adulto, mientras que exclui a las hembras de los analisis ya que todas estaban

prefiadas.

1.2.4 Frotis de sangre

Al finalizar los experimentos y con los ejemplares mantenidos a temperatura
ambiente (20 a 25 °C), se extrajo una muestra de sangre a partir de un corte de la
punta de la cola de cada individuo, con la que se realizé un frotis de sangre en un
portaobjetos de vidrio. El frotis de sangre se fij6é con calor y se guardd para su posterior
tincion y analisis. En el marco del desarrollo de ésta tesis realicé la tincion de los frotis
con May-Grinwald Giemsa (Biopack®), una tincion que resalta las granulaciones y
mejora la coloracion de los eritrocitos, los trombocitos y los diferentes tipos de
leucocitos (Martinez-Silvestre et al. 2011; Fig. 6). Luego analicé los frotis de sangre
en microscopio para determinar los perfiles leucocitarios (expresados como un
porcentaje de cada tipo de glébulo blanco), siguiendo un método de conteo manual
conocido como "guarda griega" o zig-zag de Shilling. EI método consiste en
seleccionar aleatoriamente un campo y mover el portaobjetos de arriba hacia abajo y
de izquierda a derecha a través de diferentes campos hasta contar 100 leucocitos (Fig.

7). Clasifiqué los leucocitos como linfocitos, heterodfilos, basofilos, eosindfilos,
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monocitos y azurofilos, utilizando la caracterizacion desarrollada para reptiles
descripta en Stacy et al. (2011). También calculé la relacion heterofilo/linfocito (H/L).
Los azurdfilos no se incluyeron en el analisis posterior porque se encontraron soélo en
un frotis (un macho adulto). Para analizar los frotis de sangre utilicé un microscopio
optico (Olympus® BX51, America Inc., Melville, NY, EUA; 1000X con aceite de
inmersion) equipado con una camara (TUCSEN® DigiRetinal6; sensor CMOS de
16mp) y un software de andlisis de imagenes ImageJ 1.51n/Fiji (Wayne Rasband,
Institutos Nacionales de Salud, EE UU). Elegi al azar una sub-muestra de un total de
21 frotis de juveniles (N = 6), machos adultos (N = 7) y hembras prefiadas (N = 8) para
fotografiar y medir el diametro de los diferentes tipos de leucocitos (um) y obtener una
media del diametro para cada uno. Para determinar los tamarfios celulares utilicé la
media de las mediciones de cada tipo de leucocitos obtenida de cada frotis (o

individuo) con el fin de evitar la pseudoreplica.

Figura 6. Imagen que ilustra los diferentes tipos de células sanguineas presentes en una

muestra de sangre tomada de una lagartija de la especie L. sarmientoi. Heterofilo (H),
eosindfilo (E), basofilo (B), azurdfilo (A), linfocitos (L), trombocitos (Tr) y eritrocitos (Er).
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Figura 7. Imagen que ilustra el método de conteo “guarda griega" o zig-zag de Shilling con el
cual se recorren diferentes campos del frotis sanguineo bajo microscopio, para determinar el

perfil leucocitario.

1.2.5. Anélisis estadistico

Analicé las diferencias en los porcentajes de linfocitos, heterofilos, basofilos,
eosindfilos, monocitos y relacion H/L entre juveniles, machos adultos y hembras
prefiadas mediante el Analisis de varianza de una via (ANOVA) o pruebas
equivalentes no paramétricas como Kruskal-Wallis y método de Dunn’s, como prueba
a posteriori (SPSS 17.0® o software Sigma Stat 3.5®). El efecto del LHC en todas las
variables las analicé mediante Regresion Simple. Para aquellas variables que
mostraron una dependencia significativa del LHC, obtuve los residuos usando SPSS
17.0® y reemplacé las variables originales (residuos de la variableTp-min €n machos
adultos y residuos de la variable de resistencia en hembras prefiadas).

Los efectos del perfil leucocitario en la T, la Tp, la Tp-min, la Tp-max, la velocidad
de carrera corta y larga, y la resistencia locomotora de juveniles, machos adultos y
hembras prefiadas los analicé mediante Regresion Multiple por pasos (SPSS 17.0®).
Utilicé el programa R (R Core Team 2015) para obtener el indice de condicién
corporal. Analicé las relaciones del indice de condicidén corporal de los juveniles y los
machos adultos con el perfil leucocitario mediante Regresion Mdltiple por pasos. Las

relaciones entre las variables fisiologicas (Tc, Tp, Tp-min, Tp-max, Velocidad de carrera
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corta y larga, y resistencia locomotora), ya sea con el indice de condicion corporal o
con larelacion H/L las analicé mediante Regresiones Lineales Simples (SPSS 17.0®).
Comparé el indice de condiciéon corporal medio de juveniles y machos adultos
mediante la prueba-t de Student. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza para los procedimientos paramétricos fueron verificados mediante las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente (Sokal y Rohlf 1969) con
SPSS 17.0® y Sigma Stat 3.5®. Las figuras que presento fueron realizadas usando el
programa Sigma Plot 10.0®. Los valores medios se presentan con sus errores
estandar (= 1 SE).

1.3 Resultados

1.3.1 Descripcién de los glébulos blancos y el perfil leucocitario de L. sarmientoi

Las células encontradas con mayor frecuencia fueron los linfocitos, seguidas por
los heterodfilos. Las abundancias de los otros tipos de leucocitos como basofilos,
eosinofilos y monocitos fueron mucho mas bajas. Los heterdfilos exhibieron un tamafio
mediano (media = 11.59 + 0.22 pum, rango = 8 - 17 um, N total de células = 70, N individuos =
15, 4 - 5 células por individuo), nacleo bilobulado redondo y excéntrico y citoplasma
claro con granulos ovalados o alargados de coloracidén rosa-anaranjado brillante (Fig.
8a). El tamafo de los eosindfilos fue mayor y mas variable que el de los heteroéfilos
(media = 16.71 £ 0.41 pm, rango = 12 - 22 um, N total de células = 30, N individuos = 17, 1 - 2
células por individuo), y exhibieron un ndcleo excéntrico y citoplasma claro con
granulos rosados esféricos (Fig. 8b). Los basodfilos generalmente exhibieron un
tamafo mediano (media = 10.57 £ 0.49 pm, rango = 7 - 17 um, N total de células = 30, N
individuos = 14, 1 - 3 células por individuo) y se caracterizaron por la presencia de un
citoplasma de color purpura palido con abundantes granulos basofilos oscuros que
cubren el nacleo en su totalidad y lo hacen indistinguible (Fig. 8c). Los linfocitos se
presentaron como células agranuliticas pequefias (media = 7.23 £ 0.18 um, rango =5
- 11 pum, N total de células = 70, N individuos = 15, 4 - 5 células por individuo) caracterizadas
por la presencia de una alta relacion nucleo-citoplasma con citoplasma basofilo (Fig.
8d). Solo un monocito fue fotografiado y medido; presenté un tamafio mediano (11.68

pum), nacleo oval bilobulado, y abundante citoplasma azul pélido grisaceo (Fig. 8e).
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Finalmente, los azurdfilos se presentaron similares a los monocitos y exhibieron un
tamaino mediano (media = 11.98 + 0.38 pum, N total de células = 3, N individuos = 1), un nucleo
central generalmente redondeado u ovalado, con una alta relacion nucleo-citoplasma

y con pequeiios granulos azurdfilos dispersos en el citoplasma (Fig. 8f).

Figura 8. Imagen que ilustra los tipos de leucocitos de un individuo de la especie L. sarmientoi
y sus tamafios relativos: a — heterdfilo (mediano); b — eosindéfilo (mediano a grande); ¢ —
basofilo (mediano); d — linfocito (pequefio); e — monocito (grande); f — azurdfilo (mediano).

1.3.2 Comparacion del perfil leucocitario en machos juveniles, machos adultos

y hembras prefiadas

Los machos juveniles exhibieron mas basdfilos que las hembras prefiadas, pero
no mostraron diferencias con respecto a los machos adultos, y no hubo diferencia
entre machos adultos y hembras prefiadas (Kruskal-Wallis, H2 = 8.146, P = 0.017;
Dunn's Method, Q juveniles vs hembras = 2.755, P < 0.05; Q machos vs juveniles = 2.146, P > 0.05;
Q machos vs hembras = 0.686, P > 0.05; Tabla 1). Por otro lado, los machos juveniles, los
machos adultos y las hembras prefiadas no mostraron diferencias en el porcentaje de
linfocitos, heterdfilos, eosindéfilos y monocitos (P > 0.05; Tabla 1). La relacién H/L no
difiri6 entre los machos juveniles, los machos adultos y las hembras prefiadas
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(Kruskal-Wallis, H2 = 1.497, P = 0.473; Tabla 1) y, en consecuencia, se juntaron sus
datos para analizar su relacion con las variables termofisioldgicas y de rendimiento

locomotor (ver mas abajo).

Tabla 1. Perfil leucocitario (porcentaje de linfocitos, heteréfilos, baséfilos, eosindéfilos y monocitos),
relacién heterdfilo/linfocito (H/L), y comparacién entre machos juveniles, machos adultos y hembras
prefiadas de L. sarmientoi. Se presenta la media (+ SE) o mediana (cuando la distribucion de los datos
no es normal), valores minimos y maximos, el tamafio de muestra (N) y la comparacion entre grupos,

Andlisis de varianza (ANOVA) o prueba de Kruskal-Wallis. Los valores P significativos se resaltan en

negrita.
ANOVA o
Juveniles Machos adultos Hembras prefiadas Total Kruskal
Perfil -Wallis P
leucocitario  Media min- N Media min- N  Media min- N  Media min- N
(*SE) o max (*SE) o max (*SE) o max (xSE) o max
Mediana Mediana Mediana Mediana
Linfocitos 68.50 49-82 8 71.42 39-90 14 76.60 40-93 15 72.89 39-93 37 Fp 3= 0.366
(%) (4.16) (3.77) (3.68) (2.26) 1.036
Heteréfilos 24.87 12-43 8 24.64 6-55 14 21.40 6-53 15 19 6-55 37 Hp,=1.154 0.561
(%) (4.04) (3.58) (3.49)
Basofilos 5.62 1-17 8 2.00 0-7 14 1.26 0-3 15 2 0-17 37 H,=8.146 0.017
(%) (1.80) (0.57) (0.30)
Eosindéfilos  0.87 0-3 8 142 0-3 14 0 0-3 15 1 0-3 37 H;=5.203 0.074
(%) (0.39) (0.27)
Monocitos 0 0-1 8 0 0-3 14 0 0-1 15 0 0-3 37 H;=2767 0.251
(%)
H/L 0.40 0.14- 8 0.40 0.06- 14 0.23 0.06- 15 0.28 0.06- 37 H,=1.497 0.473
(0.09) 0.87 (0.09) 1.41 1.32 1.41

1.3.3 Relacién del indice de condicion corporal, la termofisiologia y el

rendimiento locomotor con el perfil leucocitario

En la Tabla 2 se muestran los valores de las medias (+ error estandar) de las
variables termofisiolégicas, de rendimiento locomotor y del indice de condicion
corporal con un propésito descriptivo para machos juveniles, machos adultos y
hembras prefiadas. El indice de condicion corporal de los machos juveniles y adultos
no mostré diferencias (prueba-t, tzo = -0.140, P = 0.890), en consecuencia, se

agruparon en los andlisis posteriores. El indice de condicién corporal no mostré una
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relacion significativa con el perfil leucocitario (Regresion Mdltiple por pasos, F 4,21 =
0.77, r?> = 0.154, P = 0.558; los linfocitos fueron excluidos del modelo debido a que

presentaron colinealidad).

Tabla 2. Valores de la media (+ error estandar; SE) y tamafio de la muestra (N) de las variables
fisiolégicas medidas para L. sarmientoi: longitud hocico-cloaca (LHC, mm), masa corporal (MC, gr),
temperatura corporal (T¢, °C), temperatura corporal preferida (Tp, °C), temperatura corporal minima
preferida (Tp-min, °C), temperatura corporal maxima preferida (Tp-max, °C), carrera corta (CC, m/seg),
carrera larga (CL, m/seg) y resistencia locomotora (seg) de machos juveniles, machos adultos y

hembras prefiadas, e indice de condicion corporal de machos juveniles y adultos.

Variables Machos Juveniles Machos adultos Hembras prefiadas
fisiologicas Media (xSE) N Media (+SE) N Media (+SE) N
LHC 54.97 (1.47) 8  80.12 (1.69) 14 77.32(1.64) 15
MC 4.61 (0.37) 8  14.64(0.81) 14  12.33(0.99) 15
Te 26.40 (2.49) 6  27.44 (1.56) 13 27.99 (1.03) 15
To 34.09(0.29) 7  34.29(0.34) 13 33.54(0.19) 15
Tp-min 29.89(0.85) 7  28.98 (0.65) 13 29.47 (0.70) 15
Tp-max 38.11(0.31) 7  37.94(0.49) 13 36.69 (0.40) 15
CcC 0.98 (0.18) 8 0.85(0.16) 14 0.99 (0.10) 15
CL 1.17 (0.19) 8  1.25(0.10) 14 1.10(0.07) 15
Resistencia fisica 240.89 (31.62) 8 440.41 (76.20) 14  254.17 (30.35) 15
ICC 9.97 (0.45) 8 10.04(0.27) 14

En los machos juveniles, las Unicas dos variables fisiologicas que mostraron una
relacion significativa con el perfil leucocitario fueron la Tp-max, que aumentd con el
numero de baséfilos (Regresion Multiple por pasos, F 1,7 =7.208, r?=0.546, P = 0.036;
Tabla 3), y la resistencia locomotora, que disminuy6 con la relacién lineal de los
heterdéfilos y eosindfilos (F 2,7 = 5.859, r2 = 0.701, P = 0.049; Tabla 3). La T¢, Tp, Tp-min,
y la velocidad de carrera corta y larga no exhibieron una relacion con el perfil
leucocitario (Regresion Multiple por pasos, P > 0.05; Tabla 3).

En los machos adultos, la Tp-max también mostré un aumento con el nimero de
basofilos en sangre (F 1,12 = 33.859, r2=0.755, P = 0.001; Tabla 3), y la T, presento
una relacion positiva con el nimero de eosindfilos y basofilos, y una relacién negativa

con los monocitos (Regresién Multiple por pasos, F 3,12 = 17.86, r?2 = 0.859, P = 0.001;
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Tabla 3). La T¢, Tp-min, la velocidad de carrera corta y larga, y la resistencia locomotora

de los machos adultos no exhibieron una relacion significativa con el perfil leucocitario

(Regresion Mdltiple por pasos, P > 0.05; Tabla 3).

Las hembras prefiadas no mostraron una relacion entre las variables fisioldgicas

medidas (Tc, Tp, Tpmin, Tp-max, vVelocidad de carrera corta y larga, y resistencia

locomotora) y el perfil leucocitario (Regresién Mdltiple por pasos, P > 0.05; Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de regresion multiple por pasos de las variables temperatura corporal (T¢, °C),

temperatura corporal preferida (Tp, °C), temperatura corporal minima preferida (Tpmin, °C),

temperatura corporal méxima preferida (Tp-max, °C), carrera corta (CC, m/seg), carrera larga (CL,

m/seqg) y resistencia locomotora (seg) versus el perfil leucocitario, en machos juveniles, machos

adultos y hembras prefiadas. Se presentan los coeficientes de regresion, el coeficiente de correlacion

(r?) y los valores P. El asterisco (*) indica cuando se utilizaron los residuos entre la longitud hocico-

cloaca (LHC) y la Tp-min O resistencia locomotora. Los valores de P significativos se resaltan en negrita.

Perfil leucocitario

Machos p Machos p Hembras p
Juveniles adultos prefiadas
Te coefficients Fss=3.48 0.231 F412=0.19 0.933 F314=0.60 0.666
r 0.839 0.090 0.196
To coefficients Fs37=0.71 0.594 F312=17.86 <0.001 F414=1.34 0.319
toassfilos = <0.001
6.84
teosinsfilos = 0.001
4.63
monocitos = 0.004
3.88
r? 0.348 0.856 0.350
Tp-min coefficients Fs7=0.57 0.660 Fs12=2.03* 0.183 Fa14=1.34 0.320
r 0.302 0.504 0.349
Tp-max coefficients F17=7.20 0.036 F112=33.85 <0.001 F414=1.96 0.176
tbassfilos = 2.68 0.036 tpassfilos = <0.001
5.81
r 0.545 0.755 0.440
CcC coefficients Fs7=1.55 0.332 F413=183 0.206 F114=2.18 0.144
r 0.538 0.449 0.418
CL coefficients Fs7=0.69 0.604 F413=050 0.733 F414=0.68 0.621
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r 0.341 0.183 0.214
Resistencia coefficients F27=5.85 0.049 F413=0.37 0.822 F413=1.83* 0.206
thetersiilos = -2.88  0.034
teosinofios = -2.18  0.080
r 0.701 0.142 0.450

1.3.4 Efectos del indice de condicion corporal y la relacion H/L sobre la

termofisiologia y el rendimiento locomotor

Las variables fisiolégicas analizadas (Tc, Tp, Tp-min, Tp-max, Velocidad de carrera

corta y larga, y resistencia locomotora) no mostraron una relacion significativa con el

indice de condicion corporal (Regresion Lineal, P > 0.05; Tabla 4). La Tc, Tp, Tp-min, Tp-

max, velocidad de carrera corta y larga, y resistencia locomotora tampoco mostraron

relaciones significativas con la relacion H/L (Regresion Lineal, P > 0.05; Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de regresion lineal de las variables medidas y el indice de condicién corporal (ICC; en

datos combinados de machos juveniles y adultos) y la relaciéon heteréfilos/linfocitos (H/L; en datos

combinados de machos juveniles y adultos y hembras prefiadas). Se indican los coeficientes de

regresion, de correlacion (r?) y los valores P.

ICC

(machos juveniles y adultos)

H/L

(machos juveniles, adultos y hembras prefiadas)

coeficientes r? P coeficientes r? P
Te F118=0.25 0.015 0.622 Fi133=0.84 0.026 0.365
Tp F120=0.38 0.019 0.542 Fi135=1.59 0.045 0.216
Tp-min Fi20=4.24 0.183 0.053 Fi35=1.46 0.041 0.234
Tp-max F120=0.08 0.004 0.779 Fi135=1.29 0.037 0.263
CcC F121=1.09 0.052 0.309 Fui36=2.69 0.071 0.110
CL F121=1.66 0.077 0.212 Fi136=0.95 0.027 0.334
Resistencia Fi121=0.77 0.037 0.389 Fi136=0.38 0.011 0.541
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1.4 Discusion

Las diferencias entre géneros, especies o incluso entre individuos en el
porcentaje de ciertos leucocitos hallados en frotis sanguineos, pueden estar
relacionadas con variables extrinsecas e intrinsecas. Por ejemplo, se han hallado
diferencias en la abundancia de ciertos leucocitos en diferentes estaciones del afio
(Sandmeier et al. 2016), antes y después de la hibernacion (Sykes y Klaphake 2008;
Stacy et al. 2011) y también entre neonatos y adultos (Brown y Shine 2016, 2018).
Los porcentajes leucocitarios varian ampliamente entre los diferentes grupos de
vertebrados, y dentro de Squamata se describen diferencias en la abundancia y la
morfologia de los granulos, en los patrones de tincion citoquimica y en el porcentaje
relativo de los distintos tipos celulares en la sangre periférica (Stacy et al. 2011). La
mayoria de los estudios solo informan la variacién en la proporcién de los diferentes
tipos de leucocitos, pero en general no discuten las posibles causas o los costos
ecofisiolégicos de dichas variaciones. Por ejemplo, en tortugas sanas de agua dulce
de la especie Graptemys gibbonsi mantenidas en cautiverio se encontré6 un alto
porcentaje de baséfilos (hasta el 50%) del total de leucocitos en comparacion con
otros reptiles (Perpifidn et al. 2008). Por el contrario, se informé un predominio de
heterdfilos en el perfil leucocitario en cocodrilos, como Crocodylus palustris (Stacy y
Whitaker 2000) y Caiman crocodilus (Rossini et al. 2011), en la tortuga marina Caretta
caretta (Casal et al. 2009), y en algunos lagartos como Uromastyx spp. (Naldo et al.
2009). En el género Liolaemus, un estudio realizado en L. wiegmannii proporcioné una
descripcion de los valores hematoldgicos, evidenciando también una alta proporcion
de heterdfilos en relacion con los otros leucocitos (Ceballos de Bruno 1995). Sin
embargo, en los lagartos Pogona vitticeps (Eliman 1997), Leiolepis belliana
rubritaeniata (Ponsen et al. 2008), Ctenosaura melanosterna (Davis et al. 2011) y en
algunas especies del género Podarcis y Algyroides (Sacchi et al. 2011), los linfocitos
fueron las células mas abundantes en el perfil leucocitario. En la poblacién de
Liolaemus sarmientoi estudiada en la presente Tesis, el porcentaje de linfocitos y
heterodfilos encontrado fue similar al registrado para otras especies de lagartos y
también en serpientes (70-80% de linfocitos y 15-40% de heterdfilos; Martinez-
Silvestre et al. 2011; Stacy et al. 2011; Sykes y Klaphake 2015; Heatley y Russel
2019), mientras que los porcentajes de eosindfilos, basdfilos y especialmente

monocitos y azurofilos fueron comparativamente escasos. En particular, los
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porcentajes de basdfilos variaron entre machos juveniles y hembras prefiadas de L.
sarmientoi (Duran et al. 2019).

En ambientes templados frios, alcanzar temperaturas Optimas tanto para un
desemperio fisiologico adecuado, como para combatir una infeccion, plantea un
desafio para las especies que lo habitan, como L. sarmientoi, dada la baja
disponibilidad de microambientes en los cuales es posible elevar la Tc a valores
cercanos a su Tp (Ibargiengoytia et al. 2010; Fernandez et al. 2011). La
termorregulacion y el rendimiento locomotor de los individuos de L. sarmientoi mostré
relacion con el perfil leucocitario, sugiriendo asi, un ajuste fisiolégico para mejorar la
respuesta inmune a una posible infeccion o enfermedad. Los individuos de L.
sarmientoi seleccionaron mayores temperaturas (Tp ¥ Tpmax) al presentar altos
recuentos de algunos leucocitos en particular, como eosinoéfilos o basdfilos, que estan
relacionados con la respuesta inmune innata. Este resultado sugiere que las lagartijas
podrian mejorar la actividad fagocitica mediante un incremento de la Tc lograda por
termorregulacion conductual. En particular, los machos juveniles respondieron
seleccionando en el laboratorio temperaturas mas altas mientras mostraban un alto
porcentaje de basofilos, al igual que los machos adultos que exhibieron un alto
porcentaje de eosindfilos y basofilos, y un bajo porcentaje de monocitos. En contraste,
las hembras prefiadas de L. sarmientoi no mostraron una relacion entre el perfil
leucocitario y las temperaturas preferidas en el laboratorio (Tp, Tp-min O Tp-max).

Existe un equilibrio entre mejorar la respuesta inmune y las ventajas de mantener
temperaturas estables adecuadas para los procesos fisiolégicos durante el desarrollo
embrionario (French y Moore 2008). En general, se espera que las hembras durante
las temporadas de reproduccién inviertan menos en respuestas inmunitarias
inflamatorias inespecificas en comparaciéon con los machos debido a las diferencias
en la asignacion energética a la reproduccién (Lee 2006). En la naturaleza, las
lagartijas de L. sarmientoi estan expuestas a una temperatura media del aire de 12 °C
durante la mayor parte de la temporada de actividad (primavera y verano), pero
pueden alcanzar una Tc media de 27.9 + 1.03 °C mediante termorregulacién activa en
el campo. Sin embargo, esta Tc esta muy por debajo de la Tp seleccionada en el
laboratorio (33.5 £ 0.19 °C, resultado obtenido en este Capitulo de la presente Tesis).
Esta diferencia entre la Tc medida en el campo y la Tp seleccionada en el laboratorio
es una caracteristica de la familia Liolaemidae (Ibargliengoytia et al. 2021) y esta

ademas corroborada por trabajos previos realizados en otra poblacion de la misma
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especie (Tc = 26.2 £ 0.55 °C; Tp = 34.4 + 0.28 °C; Ibargiiengoytia et al. 2010) y en
otros liolaémidos de ambientes frios (Medina et al. 2011; Moreno Azd4car et al. 2013).
Las Tc registradas en lagartos que habitan en ambientes templados frios si bien son
consideradas suboptimas, facilitaria a las hembras prefiadas el mantenimiento de Tc
estables que evitarian el desarrollo de anormalidades embrionarias, beneficiando asi
la aptitud de la descendencia de acuerdo a la hipétesis de la manipulacion materna
gue explica la evolucion de la viviparidad en ambientes de climas frios (Shine 1995,
2004). Estudios realizados en poblaciones patagoénicas de Liolaemus pictus
(Ibargiengoytia y Cussac 2002) y L. sarmientoi (Fernandez et al. 2017a) dan sustento
a esta hipotesis. En patrticular, las hembras prefiadas de L. sarmientoi podrian verse
limitadas de desarrollar una respuesta termorreguladora de fiebre conductual ante una
infeccion porque las Tc mas altas y mas variables han demostrado ser perjudiciales
para el desarrollo embrionario y la supervivencia de los recién nacidos (Fernandez et
al. 2017a). Se demostrd en L. sarmientoi que las hembras prefiadas mantienen un
rango de Tp mas estrecho que el resto de la poblaciéon, proporcionando un ambiente
térmico estable para su descendencia durante la gestacién y asegurando una alta
aptitud de las crias después del nacimiento (Fernandez et al. 2017a). Aunque nuestro
estudio es preliminar, la preferencia por temperaturas mas altas observada sélo en
machos juveniles y machos adultos con mayor porcentaje de eosinéfilos o basdfilos
sugiere que podrian desarrollar fiebre conductual ante un desafio inmune, a diferencia
de las hembras gravidas.

Ademas, existe una compensacion fisiolégica entre los beneficios de elevar el
rendimiento del sistema inmune mediante el incremento de la Tc y el consumo de
energia almacenada implicado en el proceso, que de otro modo podria ser utilizado
para el crecimiento, la reproduccion o el mantenimiento de la condicion corporal del
individuo (Smith y French 2017). La inmunidad, como todos los demas procesos
fisiologicos, requiere un gasto adecuado de energia para mantener un funcionamiento
optimo (Demas 2004). Los individuos con un estado de salud y energético general
empobrecido (bajo indice de condicion corporal) son mas susceptibles a desarrollar
infecciones o ser afectados por parasitos (Merchant et al. 2008). Ademas, los lagartos
con baja condicion corporal podrian verse limitados en su capacidad de aumentar su
Tc para contrarrestar los patégenos debido a los costos energéticos implicados
también en el mantenimiento de una alta Tc (Romanovsky y Szekely 1998). En estos

casos, se ha observado que los individuos desarrollaron hipotermia conductual como
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estrategia de defensa a fin de conservar las reservas energéticas individuales. Este
es el caso de las iguanas verdes juveniles (Iguana iguana) que presentan bajas
reservas de energia (condicion corporal deficiente) al ser experimentalmente
infectadas con una endotoxina bacterial (lipopolysaccharide, LPS; Deen y Hutchison
2001). ElI mismo resultado se describiéo en los anolis verdes (Anolis carolinensis;
Merchant et al. 2008). En este estudio con individuos de L. sarmientoi, el indice de
condicion corporal de los machos juveniles y adultos fue similar, y no mostraron
relacion con la biologia térmica, el rendimiento locomotor o el perfil leucocitario. Esto
sugiere que el indice de condicidon corporal que presentaban las lagartijas, no limit6 la
capacidad de aumentar sus temperaturas corporales elevando su Tp a fin de
desarrollar fiebre conductual para mejorar el rendimiento del sistema inmune si fuera
necesario, aun cuando ello implicara un costo energeético.

Los estados infecciosos o insalubres no solo conducen a un cambio en la
proporcion de las células presentes en la sangre (Schall et al. 1982; Zamora-Camacho
et al. 2015), sino que también pueden afectar gran parte de la homeostasis fisiol6gica
general del individuo (sensu Balon 1990), como lo demuestra la disminucion de la
eficiencia en variables ecofisiolégicas como el rendimiento locomotor. Por ejemplo, los
lagartos Podarcis lilfordi exhibieron mejores condiciones corporales y velocidades de
carrera mas rapidas cuando no estaban infectados o tenian poca carga parasitaria
sanguinea (Garrido y Pérez-Mellado 2013). Ademas, los lagartos machos de la
especie Algirus Psammodromus inoculados con LPS disminuyeron la velocidad de
carrera, mientras que las hembras infectadas no modificaron su desempefio locomotor
(Zamora-Camacho et al. 2015). En esta Tesis se encontré6 que el rendimiento
locomotor (velocidades de carreras cortas y largas, y resistencia locomotora), tanto de
machos adultos como de las hembras prefiadas de L. sarmientoi no se relacioné con
el perfil leucocitario. Sin embargo, en los machos juveniles, la capacidad de correr
durante largos periodos (resistencia) fue menor en los individuos que presentaron un
alto porcentaje de heterdfilos. La reduccion de la resistencia locomotora de los
juveniles podria afectar actividades vitales, como la posibilidad de evitar
depredadores, sefalando su vulnerabilidad en la poblacion (Stacy et al. 2011) y podria
estar relacionada tanto con infecciones como con episodios de estrés, que también se
ha comprobado que pueden disminuir las proporciones de los linfocitos circulantes
(Davis et al. 2008).
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La gran variedad de patdgenos que se pueden encontrar en la naturaleza ejercen
fuertes presiones de seleccion en sus huéspedes, y afectan variables intimamente
relacionadas con la adaptacion biologica y la aptitud fisica, como la termorregulacion
y el rendimiento fisiologico (Graham et al. 2011; Zamora-Camacho et al. 2015). Por lo
tanto, los lagartos pueden exhibir una gran variabilidad en la magnitud y eficiencia de
la respuesta inmune, encontrando un equilibrio entre la activacion de la defensa
inmune y los costos asociados con la termorregulacion conductual debido al gasto
energético que conlleva alcanzar una mayor Tc. El resultado de este equilibrio genera
diferencias en la magnitud de la defensa inmune desplegada frente a un patégeno y
esta bajo una fuerte presion adaptativa (Schmid-Hempel 2011). Bajo un escenario de
calentamiento global, los ambientes templados frios de la Patagonia representan un
posible refugio térmico para poblaciones de lagartijas que habitan ambientes mas
calidos (Piantoni et al. 2016), pero esto representa una potencial amenaza para las
poblaciones de lagartijas residentes debido a las introducciones de nuevas bacterias
colonizadoras, parasitos y/o virus (Cahill et al. 2012). Ante éste escenario, los juveniles
son probablemente los individuos méas vulnerables en las poblaciones, ya que una
disminucion en la resistencia locomotora en consecuencia de desarrollar una
respuesta frente a un posible desafio inmune, podria afectar su capacidad de
dispersién y de evasion frente a los depredadores (Main y Bull 2000; Civantos et al.
2010).

Estudios realizados en especies de lagartias de la familia Liolaemidae
endémicas de ambientes frios de la Patagonia Argentina, evaluaron la eficiencia en el
comportamiento termorregulador en relacion con la disponibilidad de microambientes
térmicos (Medina et al. 2011; Duran et al. 2018) y de refugios (Duran et al. 2018), asi
como en relacion a la condicion reproductiva (Fernandez et al. 2017a) y a los habitos
alimenticios (Ibargliengoytia et al. 2008). No obstante, no se habian realizado hasta
el presente, estudios que evaluaran la eficiencia en el comportamiento
termorregulador y en variables ecofisiol6gicas relevantes como aquellas relacionadas
con el desempefio locomotor, en relacion con el estado inmunoldgico de los individuos
(Duran et al 2019). En la presente Tesis, el estudio realizado y presentado en este
Capitulo proporciona informacion de base sobre el perfil leucocitario y el indice de
condicion corporal de una poblacion de lagartijas silvestres de L. sarmientoi, y

representa un punto de partida en relacion al aporte de evidencias acerca de cémo el
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estado inmune influye en el comportamiento termorregulador y en el rendimiento

locomotor en el género Liolaemus.
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INTRODUCCION DE LOS CAPITULOS 2,3Y 4

La resiliencia de las poblaciones animales a nuevas interacciones huésped-
patdogeno se rige por sus posibilidades fisiolégicas para adaptarse a los nuevos
desafios (Graham et al. 2011). Entre las estrategias que los animales en general
utilizan para sobrevivir a una infeccion, se describen el desarrollo de fiebre o de
hipotermia (Romanovsky y Székely 1998; Almeida et al. 2006; Rakus et al. 2017). La
respuesta termorreguladora, denominada fiebre o respuesta febril (sensu
Romanovsky et al. 2005), se ha descripto en animales endotermos desde la época
hipocratica (Atkins 1982). Por el contrario, la fiebre en los animales ectotermos se
conocié hace cuatro décadas (Kluger 1979). Los lagartos fueron los primeros
vertebrados ectotermos que mostraron capacidad para desarrollar fiebre conductual
(Vaughn et al. 1974; Kluger et al. 1975; Bernheim y Kluger 1976). Posteriormente, la
fiebre conductual también se confirmé en otros vertebrados (Covert y Reynolds 1977;
Kluger 1977; Monagas y Gatten 1983; Burns et al. 1996). En los invertebrados el
desarrollo de fiebre fue reportado por primera vez en cangrejos de rio (Casterlin y
Reynolds 1977a), y luego en algunas especies de insectos (Bronstein y Conner 1984;
Stahlschmidt y Adamo 2013).

La fiebre conductual amplifica la respuesta inmune innata aumentando la
supervivencia del huésped (Kluger et al. 1986; Elliot et al. 2005; Boltafia et al. 2013).
Sin embargo, sus demandas fisiol6égicas compiten por los recursos energeéticos con
otras actividades como la reproduccion (French y Moore 2008) y el crecimiento (Uller
et al. 2006). Aunque la resistencia a las enfermedades acompafada de fiebre ocurrira
principalmente cuando no haya amenazas inmediatas de un déficit energético
sustancial (Romanovsky y Székely 1998), puede que no siempre sea beneficioso para
el individuo, ya que puede causar inmunopatologias en los tejidos del huésped
(Graham et al. 2005). En cambio, la hipotermia e hipometabolismo conlleva una
respuesta inmune mas atenuada que incurre en un costo fisiolégico mas bajo que la
fiebre, mientras se mantiene la aptitud general del hospedador (Smith y French 2017;
Romanovsky y Székely 1998; Ganeshan et al. 2019). La hipotermia se ha descrito en
varias especies (Romanovsky et al. 2005), y se han encontrado evidencias que
apoyan gue podria ser un mecanismo de defensa mas ventajoso que la fiebre (Liu et

al. 2012). Algunos estudios proponen que la hipotermia es una importante respuesta
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adaptativa que protege 6érganos vitales durante episodios de trauma metabdlico
causado por infecciones y, al mismo tiempo, disminuye el desempefio fisioldgico del
patogeno por disminucion de la Tc del hospedador (Romanovsky y Székely 1998;
Deen y Hutchison 2001; Peterson et al. 2003; Almeida et al. 2006). En los lagartos, la
hipotermia conductual se ha establecido como una respuesta generalizada a los
desafios inmunes en ciertas especies, como en los juveniles de iguanas verdes
criadas en cautiverio (lguana iguana; Deen y Hutchison 2001), en Anolis carolinensis
(Merchant et al. 2008), Sceloporus occidentalis bocourtii (Megia-Palma et al. 2020), y
en Liolaemus sarmientoi, una de las lagartijas mas australes del mundo que habita en
ambientes templados frios de la Patagonia, Argentina (Duran et al. 2020; resultados
obtenidos de esta tesis).

Por lo tanto, la fiebre y la hipotermia pueden definirse como dos respuestas
termometabdlicas a un proceso de inflamacion sistémica, que impactan de manera
diferente en los costos de la termorregulacién conductual (Hallman et al. 1990; Ortega
et al. 1991; Merchant et al. 2008) y varian también en sus beneficios (Zamora-
Camacho et al. 2015). Mientras que desarrollar fiebre conductual asegura un ataque
activo contra el agente infeccioso, la hipotermia regulada asegura la defensa de los
sistemas vitales del huésped (Romanovsky et al. 2005; Bicego et al. 2007). Las
diferentes estrategias animales para combatir enfermedades generalmente son
también especificas del contexto (Viney et al. 2005; Smith y French 2017),
dependiendo no solo del tipo de agente infeccioso (Merchant et al. 2007) o de la
gravedad de la infeccion (Ramos et al. 1993; Ryan et al. 2018), sino también de la
condicion corporal del huésped (Muchlinski 1985; Deen y Hutchison 2001), de sus
capacidades fisiol6gicas para responder a dicha infeccién (Zimmerman et al. 2010;
Rakus et al. 2017), y de la etapa ontogenética en que se encuentre al momento de la
infeccién (Fedson 2018).

En ectotermos, por otro lado, es relevante el rol de la seleccion de microhabitats
adecuados para termorregular y alcanzar temperaturas corporales oOptimas para
atender a las demandas fisiologicas, ya que la T¢ afecta directamente el crecimiento
(Angilletta et al. 2004), la reproduccion (Fernandez et al. 2015, 2017a), la digestion
(Plasman et al. 2019) y la activacion efectiva del sistema inmunolégico (Kluger 1986;
Evans et al. 2015; Duran et al. 2020, 2021 en prensa), entre otras funciones. Los
vertebrados ectotermos modifican la Tc principalmente mediante la termorregulaciéon

conductual cuando se exponen a variaciones espaciales y temporales de las fuentes
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de calor ambiental (Belliure y Carrascal 1998). En ciertos casos, los reptiles tienden a
mantener su Tc dentro de un rango cercano a su preferencia térmica (Tp) que
representa la temperatura corporal a la cual el desempefio fisiolégico de muchas
reacciones enzimaticas es optimo (Sinervo 1990; Hertz et al. 1993; Seebacher y
Franklin 2005). Sin embargo, alcanzar la T, en el ambiente natural depende
principalmente de la disponibilidad de una variedad de microambientes térmicos
adecuados para la termorregulacion, y ésta se suele encontrarse reducica a mayores
latitudes y elevaciones (Graae et al. 2012; Zamora-Camacho et al. 2015).

El mantenimiento de Tc elevadas conlleva un mayor tiempo de asoleamiento en
detrimento de otras funciones sociales, como la defensa territorial o el cortejo (Vicenzi
et al. 2019), y se traduce en un mayor gasto energético a medida que aumentan las
tasas metabdlicas con el incremento de la Tc (Angilletta 2001; Gillooly et al. 2001). Por
lo tanto, los costos de elevar y mantener la Tc pueden superar los beneficios inmunes
de la fiebre, lo que puede conducir a las lagartijas a optar por una estrategia de menor
costo energético desarrollando una respuesta hipotérmica para combatir el patdgeno
(Paranjpe et al. 2014; Megia-Palma et al. 2020). Sin embargo, la respuesta
hipotérmica también es dependiente de la disponibilidad de microhabitats térmicos
apropiados, asi como de la historia evolutiva de las especies (Zamora-Camacho et al.
2016).

Como mencioné anteriormente, la etapa ontogenética en la que se encuentre el
huésped en el momento de una infeccion también desempefia un papel importante en
la determinacién de la estrategia seleccionada por los animales enfermos. El sistema
inmunologico de los recién nacidos difiere en muchos aspectos del de los adultos, y
aun son escasos los estudios acerca del impacto de las infecciones en las crias
(Fedson 2018). Una investigacion pionera de Glenny et al. (1925) en cobayos, seguido
del trabajo de Barr et al. (1953), Howie et al. (1953) y Kerr y Robertson (1954) en
corderos y terneros, demostraron la falta de respuesta inmune a la inyeccion
intramuscular de antigenos en recién nacidos. En estas investigaciones pioneras se
utilizé el lipopolisacéarido (LPS), componente de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas, que es una potente endotoxina capaz de activar el sistema
inmunologico de los vertebrados. Ratones prepuberes desafiados inmunolégicamente
también con LPS exhibieron, junto con un mayor porcentaje de pérdida de peso, una

mejor supervivencia en comparacion con los ratones pospuberes (Joachim et al.
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2017), evidenciando diferencias segun la etapa ontogenética del huésped en el
momento de la infeccion.

Por ultimo, el estado de salud de las poblaciones de animales silvestres, como
se ha mencionado, es otro factor importante que influira directamente en el tipo de
estrategia (fiebre o hipotermia) que desarrollara un individuo frente a un desafio
inmune (Romanovsky y Szekely 1998; Deen y Hutchison 2001). Este aspecto
individual, se puede evaluar rapidamente analizando ciertos parametros como el
indice de condicion corporal (Peig et al. 2010), la carga de ectoparasitos (por ejemplo,
acaros en la piel; McCallum y Dobson 1995; Hamstra y Badyaev 2009) e incluso a
partir de valores hematolégicos como el perfil leucocitario (conteo de glébulos blancos)
y el recuento de eritrocitos, el cual es considerado un buen indicador del estado
inmune. Los glébulos blancos, como se menciond anteriormente, son las células
efectoras del sistema inmune y desempefian numerosas funciones en la deteccion y
respuesta a patdégenos (Grasman 2002; Zimmerman et al. 2010). Por lo tanto, la
cantidad y los tipos de leucocitos en circulacion pueden proporcionar informacion de
las defensas inmunes constitutivas y pueden predecir la magnitud de la respuesta a
la exposicién a patdgenos (Nunn et al. 2003; Vinkler et al. 2010). En reptiles, los
linfocitos y heterdfilos constituyen la mayoria (casi el 80% combinado) de leucocitos
en la circulacién sanguinea (Davis et al. 2008). EI numero de eritrocitos en sangre
periférica en los reptiles es inferior al de mamiferos y aves, y dentro del grupo de los
reptiles es habitual que el recuento total de eritrocitos en los lagartos sea superior al
de las serpientes y tortugas (Raskin 2000). Estos hallazgos indican una mayor
capacidad en el transporte del oxigeno por parte de los eritrocitos de aves y
mamiferos, comparado con los animales ectotermos como los reptiles (Martinez-
Silvestre et al. 2011). Como es habitual en otros parametros fisiol6gicos de los reptiles,
el recuento total de eritrocitos varia con las condiciones del ambiente que habitan los
individuos, asi como con el estado nutricional, el sexo (los machos tienen mayor
namero que las hembras en ciertas especies) y la estacion del afio en que se realicen
los analisis (Frye 1998).

Complementaria a estas mediciones y observaciones, una herramienta de
evaluacion estandar mas elaborada es la prueba de hipersensibilidad de tipo
retardado (DTH) de fitohemaglutinina (PHA) que provoca una respuesta inmune
mediada por células. Esta prueba se usa ampliamente en aves (Smits et al. 1999),

anfibios (Clulow et al. 2015) y lagartos (Svensson et al. 2001). La inyeccion
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subcutdnea de PHA desencadena una serie de reacciones fisioldgicas que producen
inflamacion local en el area de inyeccion, relacionadas con una mayor actividad celular
(Chandra y Newberne 1977; Roitt et al. 1996; Clulow et al. 2015). Esta reaccion activa
los componentes innatos y adaptativos del sistema inmune y la inflamacién se utiliza
como indice de inmunocompetencia estandar (Zimmerman et al. 2010).

En estos Capitulos presento el estudio del estado de salud de individuos de
poblaciones silvestres de Liolaemus kingii y Liolaemus sarmientoi, a partir de la
presencia de ectoparasitos (acaros o garrapatas), del indice de condicién corporal, de
valores hematoldgicos (perfil leucocitario, relacion heterdfilo/linfocito y conteo de
eritrocitos) y de la respuesta inmune individual mediante la prueba de la
fitohemaglutinina (PHA). Ademas, presento el estudio de la disponibilidad de
microambientes térmicos para la termorregulacion conductual en el ambiente natural
de cada especie (temperaturas operativas; Te); de las temperaturas preferidas (Tp) de
los ejemplares en el laboratorio y el indice de eficiencia para la termorregulacién (E;
sensu Hertz et al. 1993), y por ultimo, el estudio de las Tp después de la administracion
de un lipopolisacarido (LPS; grupo tratamiento) o solucion fisiolégica (PBS; grupo
control), a fin de determinar si desarrollan una respuesta conductual de fiebre o de
hipotermia al comparar las Tp obtenidas en los mismos individuos antes y después del
tratamiento y entre individuos del grupo tratamiento y del grupo control.

Los resultados obtenidos se discuten en relacion a la disponibilidad de
temperaturas en el ambiente necesarias para desarrollar una respuesta inmune
efectiva para combatir las infecciones por patégenos. Se predice que las lagartijas
desarrollan diferentes estrategias termorreguladoras para responder a los posibles
desafios inmunes en diferentes etapas ontogenéticas, y que en respuesta a un desafio
con LPS, los individuos adultos seleccionarian una Tp, mas alta o mas baja que los
individuos control inyectados con PBS, dependiendo de los ambientes que habitan y
del indice de condicion corporal que presentan. Se predice que las crias serian las
mas vulnerables, comprometiendo su indice de condicion corporal (ICC) a expensas
de mantener altas temperaturas corporales para mejorar la respuesta inmune innata.
Por ultimo, las hembras postparto infectadas seleccionarian temperaturas corporales
mas bajas que los individuos no infectados, siendo mayor la magnitud de este efecto
debido a que presentan una disminucién en su indice de condicion corporal inicial por

su condicion de postparto.
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Introduccidn de los Capitulos 2, 3y 4

Para una mayor comprension de los experimentos y ensayos realizados en el
laboratorio que describo en estos Capitulos, presento la Fig. 9, en la cual se
representa una linea del tiempo ilustrativa y se detalla lo realizado en el laboratorio en
forma cronoldgica. Se presentan las actividades desarrolladas tanto en el Capitulo 2
(determinacion del estado de salud), como en el Capitulo 3 (estudios de

termofisiologia) y el Capitulo 4 (experimentacién con una endotoxina bacteriana, LPS).

Linea de tiempo demostrativa de los experimentos de Laboratorio

Peso y Extraccion Inicio de los Extraccion
medicion de sangre Test de PHA experimentos de sangre
[Cap. 2) (Cap. 2} (Cap. 2) con LPS (Cap. 4] (Cap. 4)
Arribo al Ensayo de Periodo de Peso Peso y finalizacidn
laboratorio Termorregulacidn aclimatacion de los experimentos
con los (Te inicial; Cap. 3) (20 dias)
individuos

Figura 9. Linea de tiempo que muestra la planificacion de las diferentes metodologias que se

realizaron en el laboratorio.
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Capitulo 2

CAPITULO 2: EVALUACION DEL ESTADO DE SALUD DE
POBLACIONES SILVESTRES DE Liolaemus kingii Y
Liolaemus sarmientoi

2.1 Materiales y Métodos
2.1.1 Especimenes capturados

Para la especie Liolaemus kingii los muestreos los realicé los dias 4 y 5 del mes
de Febrero del 2017 y se capturaron 21 machos adultos y 7 hembras adultas prefiadas
(N tota = 28). Las capturas las realicé a mano o con lazo durante los horarios de
actividad de los individuos, entre las 10:00 y las 19:00 hs. Inmediatamente después
de la captura, medi la temperatura corporal (T¢; TES 1303, termémetro digital de +
0.03 °C) utilizando una termocupla (TES TP-KO01, 1.62 mm de didmetro) colocada
aproximadamente 1 cm dentro de la cloaca. La Tc se registré dentro de los 10 seg
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posteriores a la captura, sujetando cuidadosamente el cuerpo del ejemplar para evitar
la transferencia de calor.

Contrariamente a la descripcion previa de la especie L. kingii como generalista
(Scolaro 2005), algunos aspectos observados durante esta Tesis indican cierta
especifidad en la elecciéon de los microambientes que habita esta poblacion. Durante
los trabajos en el campo, encontré a los individuos siempre asociados a un mismo tipo
de vegetacion, particularmente a la especie de arbusto Nassauvia glomerulosa,

utilizandolo como refugio en apariencia efectivo como proteccion frente a predadores,

dada la abundancia de espinas en sus ramas y su abundancia en el sitio de estudio
(Fig. 10).

Figura 10. Foto del ambiente en el cual se capturaron los individuos de la especie L. kingii.
Las flechas indican los arbustos de la especie Nassauvia glomerulosa. Los ejemplares de L.
kingii se encontraron siempre asociados a estas plantas.

Para la especie Liolaemus sarmientoi los muestreos los realicé entre los dias 10
y 14 del mes de Enero del 2018. Se capturaron 32 individuos adultos (20 machos
adultos, 4 hembras adultas no prefiadas y 8 hembras adultas prefiadas) a mano o con
lazo. Inmediatamente después de la captura, medi la Tc (TES 1303, termémetro digital
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de + 0.03 °C) utilizando una termocupla (TES TP-K01, 1.62 mm de diametro) colocada
aproximadamente 1 cm dentro de la cloaca (misma metodologia que la utilizada para
los individuos de L. kingii). En ambos sitios de muestreos luego de la captura de cada
individuo, registré variables microambientales como la temperatura del sustrato (Ts) y
la temperatura del aire 1 cm por encima del suelo (Ta). Tanto las Tc obtenidas en los
individuos en el momento de la captura, como las temperaturas microambientales Ts
y Ta son utilizadas en los estudios y analisis del Capitulo 3.

Luego de los muestreos, los ejemplares de ambas especies fueron llevados al
laboratorio. Los individuos de la especie L. kingii, después de 2-3 dias de su captura,
se ubicaron en una de las instalaciones del Instituto de Investigaciones en
Biodiversidad y Medioambiente (INIBIOMA), un invernadero de 180 m? con luz natural
y control automatico de la temperatura ambiente y ventilacion, dentro del cual
contamos con un espacio de 16 m? para el desarrollo del estudio. Mientras que los
individuos de la especie L. sarmientoi, después de 7-8 dias de su captura, se ubicaron
en un aula ambientada de 16 m? dentro la Universidad Nacional del Comahue (aula
de Fisica) con acceso restringido solo a mi y mis Directoras de la Tesis. En ambos
espacios, las lagartijas se alojaron individualmente bajo las mismas condiciones, en
terrarios abiertos (100 x 20 x 17 cm) fabricados con paneles de fibra de madera
(MDF). En cada terrario se proporciond una fuente de calor mediante una bombilla
incandescente de 75 W colocada sobre un extremo, activada diariamente de 10:00 a
17:00 hs. Las lagartijas se mantuvieron en estos terrarios durante todos los
experimentos, hasta el final del estudio. A cada ejemplar le proporcioné un refugio,
agua ad libitum, y los alimenté una vez al dia con larvas de gusano de la harina
(Tenebrio molitor) recubiertas con vitaminas y calcio, durante todo el tiempo que los
individuos estuvieron en el laboratorio. Luego de finalizar los estudios y experimentos
propuestos en los Capitulos 2 y 3, mantuve a las lagartijas en un periodo de
aclimatacion durante 20 dias, para luego comenzar los experimentos de desafid
inmune con el lipopolisacéarido (LPS) descriptos en el Capitulo 4.

Durante este periodo de aclimatacion, se produjeron los partos en todas las
hembras prefiadas de ambas especies. En la especie L. kingii nacieron un total de 20
crias (seis hembras parieron tres crias cada una y una hembra parié a dos crias). La
MC y la LHC de las crias se midieron inmediatamente después del nacimiento. Las
crias se mantuvieron en terrarios individuales de plastico (15 x 20 x 20 cm) provistos

con una lampara de 75 W cada uno, también con acceso a un refugio y agua ad libitum,
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y alimentadas diariamente con larvas de gusano de la harina (Tenebrio molitor). Una
sub-muestra de estas crias realizaron los experimentos con el LPS descriptos en el
Capitulo 4. En la especie L. sarmientoi también nacieron un total de 20 crias en las
cuales se midieron variables morfoldgicas. Las hembras postparto fueron las incluidas
en los experimentos con LPS descriptos en el Capitulo 4.

Las capturas para los individuos de la especie L. kingii fueron autorizadas por el
Servicio de Vida Silvestre de la Provincia de Chubut, Argentina (Permiso # 03588/16
MP; Disposicion # 48/08) y para la especie L. sarmientoi fueron autorizadas por la
Delegacion de Vida Silvestre de la Provincia de Santa Cruz, Argentina (Permiso #
0460/16 MP; Disposicion # 11/2016). Durante el desarrollo de los trabajos
experimentales, se siguieron las pautas para el uso de anfibios y reptiles vivos en
investigaciones de campo y de laboratorio de la Sociedad Estadounidense de
Ictidlogos y Herpetdlogos (ASIH), la Liga de Herpetdlogos (HL) y la Sociedad para el
Estudio de Anfibios y Reptiles (SSAR), asi como las regulaciones detalladas en la Ley
Nacional Argentina # 14346. Todos los individuos capturados mencionados en esta
seccion, fueron empleados para los estudios tanto de este Capitulo, como los estudios
realizados en los Capitulos 3y 4.

Los individuos de ambas especies, al finalizar todos los estudios de esta Tesis,
fueron sacrificados con el fin de obtener diferentes muestras de tejidos y mayores
volimenes de sangre para los frotis analizados en el Capitulo 4, y para estudios de
transcriptémica y de biologia reproductiva (estudios gonadosomaticos, histoldgicos y
de hormonas esteroideas®), que estan siendo desarrollados por fuera del marco de
esta Tesis. La sangre se extrajo por puncion de la vena caudal ventral (Amey y Whittier
2000; Beaupre et al. 2004; Troiano 2013; Eymann et al. 2010) con jeringa de
tuberculina (o de insulina; Jeringa 1 cc., c/a 29Gx1/2", 13x0,33 mm, Terumo) previa
desinfeccion del lugar de extraccion con gasa y alcohol 70%.

El método de eutanasia que se empled para los individuos de la especie L. kingii
fue la decapitacion, metodologia que permite una rapida y correcta extraccion de los
organos dentro de un periodo no mayor a 3-5 minutos para los estudios de
transcriptomica. De los ejemplares de L. kingii, se obtuvieron muestras de tejidos de

higado, bazo y cerebro (de ambos grupos, tratamiento (LPS) y control (PBS), de los

1 parte del volumen de las muestras de sangre se destiné para la realizacion de estudios hormonales llevados a
cabo por la Dra. Jorgelina Boretto.
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trabajos experimentales descriptos en el Capitulo 4) para evaluar el perfil
transcriptdbmico®. Luego de la extraccion de las muestras de tejidos, los ejemplares
fueron fijados en solucion de Bouin durante 24 hs, y luego conservados en alcohol®.

Por otro lado, el método de eutanasia que se empled en los individuos de la
especie L. sarmientoi fue la aplicacion intraperitoneal de tiopental sédico (Sodium
pentobarbital, 60-100 mg/kg de peso corporal; Underwood y Anthony “2020 edition”.
AVMA guidelines for the euthanasia of animals). Estos individuos sacrificados también
fueron fijados en solucién de Bouin durante 24 hs, y luego conservados en alcohol.
Ambos métodos de eutanasia utilizados en esta Tesis se encuentran dentro de los
métodos descritos en las guias para la eutanasia de animales de pequefio tamafio,
como la “Guia para cuidado y uso de animales de experimentacién” emitida por INTA
(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Version 1) y las guias de la AVMA
(Leary et al. “2016 edition”. AVMA guidelines for the humane slaughter of animals;
Underwood y Anthony “2020 edition”. AVMA guidelines for the euthanasia of animals).

Todos los ejemplares de ambas especies son conservados en la Coleccién de
Herpetologia del Laboratorio Ecofisiologia e Historia de Vida de Reptiles, del
Departamento de Zoologia, Centro Regional Universitario Bariloche, Universidad
Nacional del Comahue-INIBIOMA-CONICET.

2.1.2 Estimacion del estado de salud

Antes de ubicar a cada lagartija en su terrario como mencioné anteriormente,
todos los individuos de ambas especies, fueron examinados para determinar el sexo,
a partir de la presencia de poros precloacales (presentes s6lo en machos, tanto en la
especie L. kingii como en L. sarmientoi). El estado reproductivo femenino lo determiné
mediante palpacion, clasificando a las hembras segun su condicidén de prefiadas y no
prefiadas. En L. sarmientoi se conoce que la talla minima a la madurez sexual es de
49.1 mm LHC en machos (Fernandez et al. 2017b) y 57.22 mm LHC en hembras

(Fernandez et al. 2015). Para la especie L. kingii, estos datos aun no son conocidos.

2 Las muestras obtenidas de esta especie fueron procesadas para la extraccion de ARN y enviadas al Instituto
Nacional de Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR, Rosario, Santa Fé) para su secuenciacion de proxima
generacion en el marco de un estudio RNA-Seq. Las secuencias obtenidas estan siendo analizadas para la
obtencidn del perfil trascriptémico con la colaboracion del Dr. Leandro Becker, quien posee experiencia en el campo
de la inmunologia de vertebrados.

3 Las gonadas seran procesadas proximamente y estudiadas mediante técnicas de histologia convencional a fin
de describir la biologia reproductiva, desconocida en esta especie.
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Luego observé detalladamente cada individuo para detectar la presencia de
lesiones o ectoparasitos en la piel como acaros o garrapatas, y para determinar el
estado de la cola (intacta, cortada, regenerada). También registré para cada lagartija
la masa corporal (MC; balanza de resorte de 100 g £ 0.5 g; Pesola AG, Baar, Suiza)
y la longitud hocico-cloaca (LHC; calibre digital + 0.02 mm, CA-01, Lee Tools,
Guangzhou, Guangdong, China). En la especie L. sarmientoi, a fin de detectar una
posible disminucion de la MC durante los 7-8 dias transcurridos entre la captura y la
llegada al laboratorio, realicé un analisis de Regresion Lineal entre la masa corporal y
la LHC de los individuos (N = 32). Los resultados obtenidos se corroboraron con una
muestra mas grande de individuos de L. sarmientoi medidos en el momento de la
captura (N = 84, muestra previa a esta tesis para los estudios Ibargiiengoytia et al.
2010; Fernandez et al. 2011) con la cual realicé una ANCOVA para comparar la MC y
la LHC de machos adultos, hembras no prefiadas y hembras prefiadas entre los dos
muestreos.

Con los datos obtenidos de la MC y la LHC de cada individuo estimé el indice de
condicién corporal (ICC, sensu Peig y Green 2009, 2010) a partir de la misma

metodologia utilizada y descripta en el Capitulo 1, utilizando la férmula:

ICC = M; x [LHC,/LHC;]PSMA

Este indice ha sido seleccionado para los andlisis de esta Tesis, dada la estabilidad
demostrada por el mismo ante distintas escalas de masa corporal de los individuos
(Peig y Green 2009), especialmente considerando que los individuos adultos de
ambas especies analizadas son relativamente pequefios y no superan los 13 grs, y
las crias recién nacidas no superaron los 2 grs. Este indice se obtuvo en todos los
individuos (con excepcién de las hembras prefiadas por su condicion).

En la especie L. kingii el ICC lo calculé en tres momentos: en el grupo de machos
adultos se calcul6 el primer dia en el laboratorio (ICC1 machos), al finalizar el periodo de
aclimatacibn que corresponde también al primer dia experimental con el
lipopolisacarido (ICC2 machos), Y el dia de finalizacion del experimento con el
lipopolisacéarido (ICCs machos). ElI ICC en las crias se calculo al nacer (ICCz crias), €l
primer dia experimental con el lipopolisacéarido (ICC:2 crias) Yy el dia de finalizacion del

experimento con el lipopolisacarido (ICCs3 crias).
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En la especie L. sarmientoi el ICC de machos y hembras no prefiadas también
lo calculé en tres momentos: el primer dia en el laboratorio (ICC1 aduites), al finalizar el
periodo de aclimatacion que corresponde también al primer dia experimental con el
lipopolisacarido (ICC2 aduios), Y €l Ultimo dia al finalizar el experimento con el
lipopolisacérido (ICCs3 aduitos). Por ultimo, el ICC de las hembras postparto, lo calculé
en dos momentos: el primer dia del experimento con el lipopolisacarido antes de la
inyeccion (ICCinc postparto) Y al finalizar los experimentos con el lipopolisacarido (ICCfin
postparto).

Los ICC de cada individuo se utilizaron en los analisis de este Capitulo 2, asi
como en el Capitulo 4, en el cual se utilizé el ICC de cada lagartija al inicio y al final

del experimento con LPS o PBS a fin de responder a los objetivos planteados.

2.1.3 Extraccién de sangre

Cada muestra de sangre se extrajo por puncién de la vena caudal ventral
aproximadamente 15-20 mm por debajo de la cloaca (Eymann et al. 2010; Troiano
2013) con una jeringa heparinizada de tuberculina o de insulina por individuo (Jeringa
1 cc., c/la 29Gx1/2", 13x0,33 mm, Terumo), previa desinfeccion del lugar de extraccion
con gasa Yy alcohol 70%. Una fraccion del volumen extraido la usé para realizar el
conteo de eritrocitos utilizando una camara de Neubauer modificada en microscopio.
La otra fraccion del volumen de sangre extraida la utilicé para realizar un extendido
(frotis) para el conteo de leucocitos (perfil leucocitario) en microscopio. La misma
metodologia se utilizé para la extraccion y procesamiento de todas las muestras de
sangre en ambas especies.

Las muestras de sangre para realizar los conteos de las células sanguineas de
cada individuo las obtuve en dos momentos diferentes. La primera extraccion se
realizd en todos los individuos al finalizar el primer experimento de termorregulacion
(temperatura corporal preferida; Tp-iniciat, descrita posteriormente en el Capitulo 3), para
evitar interferir con el desempefo de los ejemplares. Esta primera muestra la utilicé
como uno de los parametros de estado de salud inicial de cada individuo. La segunda
extraccion de sangre, la realicé solo en los individuos que fueron incluidos en el
experimento con el lipopolisacarico, tanto los del grupo tratamiento LPS como los del
grupo control PBS, y la llevé a cabo al finalizar el experimento que se describe en el

Capitulo 4. Estas muestras de sangre se utilizaron para comparar los perfiles
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leucocitarios, relacion H/L y conteo de eritrocitos entre los individuos tratamiento y
control, asi como también para comparar estas variables antes y después del desafio
inmune experimental en cada individuo de cada grupo.

El conteo de los eritrocitos lo realicé en una camara de Neubauer modificada de
0,0025 mmz2, que consta de una placa de cristal con una depresién central de 0,1 mm
de profundidad limitada por dos surcos perpendiculares al eje mayor de la misma y
dividida en dos plataformas por un tercer surco central. Sobre la superficie de cada
plataforma se encuentra un area rayada denominada reticulo (Fig. 11). Previamente
a colocar la solucién con la muestra de sangre, se coloca un cubreobjeto por encima,
como se muestra en la Fig. 11. Para el conteo, en primera instancia, preparé una
solucion de colorante de azul de toluidina (preparacion 0,5 gr/ 100 ml de solucién
fisiolégica). Luego, en un tuvo Eppendorf mezcle 4 ml de la solucion de azul de
toluidina ya preparada con una muestra de 20 pl de sangre por individuo ya extraida
(tomada con una micropipeta BioPetteP"s BPP200 / 20-200 pl) para que se tifiera
(dilucion 1/200). Despues de realizar esto, coloqué un volumen de la solucion tefiida
en la camara de Neubauer hasta que se llenara, y realicé el conteo de los eritrocitos
en las diferentes cuadriculas de la cAmara en un microscopio Olympus (Modelo BX40)
con un aumento de 400X. Las cuadriculas utilizadas para el conteo fueron las 4
esquinas y la central, siendo un total de 5 cuadriculas (GR/ul = eritrocitos contados *
10.000; Fig. 11). Los valores de referencia para los recuentos eritrocitarios en reptiles
oscilan desde 300.000 hasta 2.500.000 eritocitos/ul, dependiendo de la especie y del
lugar de puncién para la obtencion de la sangre (Saint Girons 1970; Raskin 2000;
Jacobson 2007; Martinez-Silvestre et al. 2011).

vista lateral

cubreobjetos l 10.1 mm] T
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Figura 11. Representacion de la Camara de Neubauer modificada en la cual se muestran los

cuadrantes utilizados para realizar el conteo de los eritrocitos.

El frotis lo llevé a cabo colocando una gota de sangre en un extremo de un
portaobjetos de vidrio y extendiendo desde alli la gota con la ayuda de otro
portaobjetos (Maceda-Vega et al. 2015). Luego, fijé el extendido con calor para su
posterior tincion y andlisis. La tincion elegida fue May-Grinwald Giemsa (Biopack®),
una tincibn muy utilizada para identificacion y conteo de leucocitos en muestras de
sangre, descripta en el Capitulo 1. El perfil leucocitario expresado como un porcentaje
de cada tipo de leucocito, se determiné siguiendo el mismo método de “guarda griega”
0 zig-zag de Shilling descripto en los materiales y métodos del Capitulo 1, utilizando
un microscopio optico (Olympus® BX51, America Inc., Melville, NY, EUA; 1000X con
aceite de inmersion) equipado con una camara (TUCSEN® DigiRetinal6; sensor
CMOS de 16mp). Los leucocitos se clasificaron como linfocitos, heteroéfilos, basofilos,
eosinofilos, monocitos y azurdfilos, siguiendo la caracterizacion disponible para
reptiles (Stacy et al. 2011) descripta en el Capitulo 1. Luego calculé también la relacion
heterofilo/linfocito (H/L).

2.1.4 Evaluacion de la respuesta inflamatoria local: ensayo de inflamacion de la
piel con fitohemaglutinina (PHA)

La prueba de fitohemaglutinina (PHA) la realicé dos dias después de la primera
extraccion de sangre (descripta anteriormente) para evitar el estrés y permitir una
recuperacion adecuada de los individuos. Esta prueba la llevé a cabo en los machos
adultos de L. kingii y en los machos y hembras no prefiadas adultas de L. sarmientoi,
y la realicé siempre con la misma metodologia. Las hembras prefiadas de ambas
especies fueron excluidas de esta prueba.

En este ensayo medi los espesores del pie (espesor en la zona de los
metatarsos) de los miembros posteriores de cada individuo antes de la inyeccion con
PHA (pie posterior derecho; tratamiento) o con PBS (pie posterior izquierdo; control)
con un medidor de espesor digital (presion constante Mitutoyo 700-118-20 CAL, +/-
0.01 mm; Fig. 12). Siguiendo la metodologia de Huyghe et al. (2010), inmediatamente
después de obtener estas medidas iniciales, inyecté por via subcutdnea 20 pl de

solucion de PHA en la suela del pie del miembro posterior derecho (4 mg de PHA 0.1
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mg L-8754 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU. por ml de PBS) y en la suela del pie
posterior izquierdo inyecté el mismo volumen, pero de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS). El espesor de los pies posteriores derecho e izquierdo lo medi a las 2
hs, 20 o 24 hs (dependiendo de la especie) y 48 hs después de la inyeccion. La
inflamacion en respuesta al PHA (tratamiento) o PBS (control) se estimé a partir del
aumento proporcional en el espesor de los pies posteriores a la altura de los
metatarsos antes y después de la inyeccion. La prueba de PHA no causa efectos
negativos conocidos en la salud de los individuos. En las especies estudiadas en esta
Tesis, la reaccion estimulada por la PHA desaparecio dentro de las 48 hs posteriores
a la inyeccion, como se ha observado anteriormente en otros estudios con lagartijas
de tamafios similares a las especies en estudio (Cabido 2009; Iglesias-Carrasco et al.
2016).

Figura 12. Medicion del espesor del pie con el especimetro en un individuo de la especie L.
Kingii.
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2.1.5 Anélisis estadistico

Para comparar si hubo diferencias en el indice de condicién corporal (ICC) en
los individuos a lo largo del tiempo utilicé la prueba-t de Student apareada, y para
comparar el ICC entre diferentes individuos utilicé la prueba-t de Student simple para
muestras independientes.

Realicé Regresiones Lineales Simples para analizar la relacion entre la
respuesta a la fitohemaglutinina (PHA) en diferentes momentos y el ICC. Para
determinar la respuesta a la PHA utilicé un modelo lineal mixto generalizado (GLMM)
con los datos obtenidos en ambas especies. Evalué los efectos del tratamiento sobre
el espesor del pie dereche e izquierdo de los miembros posteriores medidos a lo largo
del tiempo utilizando el paguete Ime4 (Bates et al. 2015) y para las pruebas post hoc,
el paquete emmeans (Russell 2019) en R software (R Core Team 2019). En este
ensayo de inflamacion de la piel con PHA, el grosor del pie fue la variable respuesta,
el tratamiento (PHA o PBS), el tiempo al cual se tomaron las mediciones y su
interaccion fueron los efectos fijos, y la identidad individual fue la variable aleatoria. La
significancia estadistica de la identidad individual de los andlisis se evalu6 mediante
una prueba de razén de verosimilitud basada en la probabilidad maxima restringida
(analisis PHA: x? (11 = 46.99, P < 0.001 para la especie L. kingii; andlisis PHA: x? (3 =
82.95, P < 0.001 para la especie L. sarmientoi) utilizando la funcién rand del paquete
ImerTest (Kuznetsova et al. 2017). En los analisis, los valores P para efectos fijos se
obtuvieron utilizando sumas de cuadrados de Tipo Il basadas en la aproximacion de
Satterthwaite para los grados de libertad del denominador (Kuznetsova et al. 2017).
En ambas especies, comencé los andlisis con un modelo global que incluia todas las
variables y sus interacciones. Para evitar el sobreajuste, debido al tamafio de muestra
reducido, las comparaciones de modelos se basaron en el Criterio de Informacién de
Akaike (AICc) corregido y se realizaron con la funcién dredge del paquete MuMIn en
R (Legendre y Legendre 1998; Burnham y Anderson 2002). De acuerdo con esta
funcién, los modelos se clasifican de acuerdo con sus valores de AlCc, y el modelo
con el AICc mas bajo se considero el mejor, mientras que aquellos con una diferencia
de valor de AICc menor que 2 con respecto del valor de AlCc del mejor modelo, se

consideran modelos con soporte sustancial (Burnham y Anderson 2002).
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2.2 Resultados

2.2.1 Evaluacién del estado de salud de los individuos de la especie L. kingii

-Indicadores externos de salud e indice de Condicién Corporal

No observé lesiones ni ectoparasitos como acaros en la piel o garrapatas en las
lagartijas capturadas (21 machos y 7 hembras prefiadas) y solo 3 machos tenian la
cola regenerada. En la Tabla 5 se presentan los datos de los valores medios de las
variables morfologicas medidas (MC y LHC) en machos adultos, hembras prefiadas y
crias, asi como los valores medios del indice de condicion corporal (ICC) en los
machos adultos y las crias nacidas en el laboratorio utilizados en los trabajos

experimentales con LPS.

Tabla 5. Valores de la media + error estandar (SE), rango y tamafio de muestra (N) de la masa corporal
(MC, gr), la longitud hocico-cloaca (LHC, mm) y el indice de condicién corporal (ICC) de los individuos

de L. kingii, calculados al llegar al laboratorio y después del periodo de aclimatacion.

o MC £ SE LHC £ SE ICC, £ SE ICC, + SE
L. kingii N N
(rango) (rango) (rango) (rango)
7.77 £ 0.39 67.37 +1.25 7.77 +0.23 7.69 +0.17

Machos adultos 21 18
(4.90-11.60) (58.24-81.38) (6.28-9.91) (6.20-9.24)

8.32+035  66.45+1.41
(7.20-9.70)  (62.26 - 72.47)

1.01£0.02  31.94+0.23 1.02+£0.02  0.97 +0.02
(0.81-1.25)  (30.10 - 34.50) 14 (0.82-1.18) (0.83 - 1.16)

Hembras prefiadas 7

Crias 20

Los machos no mostraron cambios significativos en el ICC durante el tiempo que
trascurrio el periodo de aclimatacion (ICCx1 machos VS ICC2 machos; prueba-t apareada, ti7
=0.495, P =0.627, N = 18). Las crias tampoco mostraron cambios en su ICC cuando
comparé entre el estado luego del nacimiento y antes de comenzar el experimento
con el LPS, descripto en el Capitulo 4 (ICCai crias VS ICC2 crias; prueba-t apareada, tiz =
1.916, P =0.078, N = 14).
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- Conteo celular de las muestras sanguineas

En L. kingii determiné el perfil leucocitario y el recuento de eritrocitos de un primer
grupo conformado por los 21 machos adultos y un segundo grupo de las 7 hembras
prefiadas. En el primer grupo el estudio del perfil leucocitario indicé que las células
encontradas con mayor frecuencia fueron los linfocitos (alrededor de un 60%),
seguidas por los heterofilos (alrededor de 30%; Tabla 6). La abundancia de basofilos
y eosindfilos fue mucho mas baja, y con respecto a los monocitos y azurofilos, se
encontraron Unicamente en dos individuos, siendo la abundancia ain mas baja (Tabla
6). La relacion H/L fue de 0.48. El conteo de eritrocitos expresado en valores medios
de los 21 machos adultos estudiados fue de 1.140.000 eritocitos/ul. En el segundo
grupo compuesto por las 7 hembras prefiadas, si bien se pudo obtener una muestra
de sangre de cada individuo, s6lo se pudo realizar el conteo de eritrocitos en el
microscopio. Debido a problemas metodologicos que desconocemos, los frotis
realizados no presentaron una buena imagen en microscopio, lo cual imposibilité el
conteo celular para determinar el perfil leucocitario. El valor medio del conteo de

eritrocitos para las 7 hembras prefiadas fue de 820.000 eritocitos/ul.

Tabla 6. Valores porcentuales de cada tipo de leucocito (linfocitos, heterdfilos, basdfilos, eosindfilos,
monocitos y azurdfilos) y la relacion heterdfilo/linfocito (H/L) del perfil leucocitario como parametro basal
inicial de la especie L. kingii. Se indican la media (+ error estandar, SE), valores minimos y maximos, y

tamarfio de muestra (N).

L. Kingii

Perfil leucocitario Machos adultos

Media (+SE) min-max N

Linfocitos (%) 62.52 (3.73) 32-92 21

Hetero6filos (%) 30.04 (3.09) 7-60 21
Basofilos (%) 5.62 (0.91) 1-18 21
Eosinofilos (%)  0.75(0.14) 0-2 21
Monocitos (%) 0.29 (0.21) 0-4 21
Azurofilos (%) 0.10 (0.07) 0-1 21
H/L 0.48 21
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- Respuesta a lainyeccion con fitohemaglutinina (PHA)

En los machos adultos de L. kingii el espesor del pie posterior derecho previo a
la inyeccion con PHA no mostro una relacion significativa con el indice de condicidon
corporal (ICC1 machos; Regresion Lineal Simple: F 120=0.001, P = 0.989). Tampoco se
encontré una relacion entre el espesor del pie derecho y el ICC luego de 2 hs
(Regresion Lineal Simple: F 120 = 0.071, P = 0.794), 20 hs (Regresion Lineal Simple:
F 120=0.254, P = 0.620) 0 48 hs después de la inyeccion con PHA (Regresion Lineal
simple: F 120=1.315, P = 0.266).

En estos individuos la comparacion del espesor del pie posterior derecho versus
el pie posterior izquierdo a lo largo del tiempo mostrd un efecto significativo del factor
tratamiento (PHA frente a PBS), el factor tiempo (antes de la inyeccién frente a 2 hs,
20 hs y 48 hs después de la inyeccion) y la interaccion del tratamiento x tiempo (Tabla
7). Los machos no presentaron diferencias significativas en la comparacion entre el
espesor del pie derecho (PHA) e izquierdo (PBS) antes de las inyecciones (test de
Tukey, t pHavs PBS = -1.225, P = 0.923, N = 21), 2 hs después (t pravs pes = 0.895, P =
0.986) 0 48 hs después de las inyecciones (t pHavs pes = 2.835, P = 0.094; Fig. 13). Sin
embargo, en el pie derecho, la PHA provocé un engrosamiento detectable de 0.14 mm
en promedio a las 20 hs significativamente mayor que en el pie izquierdo inyectado
con PBS (test de Tukey, t pHAvs PBS = 3.936, P < 0.005; Fig. 13).

Al comparar el espesor del pie posterior derecho tratado con PHA a lo largo del
tiempo se encontrd que se volvieron 0.10 mm en promedio mas inflamado a las 2 hs
y 0.13 mm en promedio mas inflamado a las 20 hs después de la inyeccion (test de
Tukey, t prevs 2h = 3.110, P < 0.045, t pre vs 20n = 3.702, P < 0.005, N = 21). A las 48 hs
después de la inyeccion el espesor del pie derecho tratado con PHA no mostro
diferencias respecto del espesor previo a la inyeccion (t prevs4sh = 0.578, P = 0.999, N
= 21; Fig. 13). En la Tabla 8 se muestran los datos resultantes de cada tratamiento a

lo largo del tiempo.
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Tabla 7. Significancia de los efectos fijos del modelo lineal mixto generalizado seleccionado del ensayo

de inflamacion de la piel con fitohemaglutinina a lo largo del tiempo (preinyeccion y 2 hs, 20 hs y 48 hs

después de la inyeccién) entre tratamientos (PHA y PBS) para machos adultos de Liolaemus kingii.

SS MS Num DenDF Fvalue Pr(>F)
Horas 0.3435 0.1144 3 140 9.108 <0.001
Tratamiento 0.1303 0.1303 1 140 10.371 <0.005
Tratamiento x horas 0.1943 0.0647 3 140 5.153 <0.005

Nota: Se indican, SS = suma de cuadrados, MS = media de cuadrados, DenDF = grados de libertad

del denominador.

Tabla 8. Datos obtenidos del modelo lineal mixto generalizado en la especie L. kingii en a- valores

medios obtenidos del pie posterior derecho tratado con PHA y del pie posterior izquierdo tratado con

PBS a lo largo del tiempo (hs), y b- sus comparaciones a lo largo del tiempo y entre tratamientos.

a-
tiempo tratamiento emmean SE df lower.CL upper.CL
ant PHA 1.31 0.0365 51.3 1.23 1.38
2hs PHA 141 0.0365 513 1.34 1.49
20 hs PHA 1.44 0.0365 51.3 1.36 1.51
48 hs PHA 1.33 0.0365 51.3 1.25 1.40
ant PBS 1.35 0.0365 51.3 1.28 1.42
2hs PBS 1.38 0.0365 51.3 1.31 1.46
20 hs PBS 1.30 0.0365 51.3 1.23 1.37
48 hs PBS 1.23 0.0365 51.3 1.16 1.30

b-

estimate SE df toratio p.value
ant, PHA — 2 hs, PHA 0.1076 0.0346 140 3.110 0.0456*
ant, PHA — 20 hs, PHA 0.1281 0.0346 140 3.702 0.0072*
ant, PHA — 48 hs, PHA 0.0200 0.0346 140 0.578 0.9991
ant, PBS - 2 hs, PBS 0.0343 0.0346 140 0.991 0.9751
ant, PBS — 20 hs, PBS -0.0505 0.0346 140 -1.459 0.8276
ant, PBS - 48 hs, PBS -0.1205 0.0346 140 -3.482 0.0149
ant, PHA - ant, PBS -0.0424 0.0346 140 -1.225 0.9232
2 hs, PHA - 2 hs, PBS 0.0310 0.0346 140 0.895 0.9861
20 hs, PHA-20 hs, PBS 0.1362 0.0346 140 3.936 0.0032*
48 hs, PHA — 48 hs, PBS  0.0981 0.0346 140 2.835 0.0947
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Figura 13. Respuestas inflamatorias de las inyecciones del pie posterior derecho (PHA,
tratamiento; caja bordd) y del pie posterior izquierdo (PBS, control; caja gris) en machos
adultos de L. kingii. Se indican las medianas y percentiles del 5%, 25%, 75% y 95% de las
frecuencias. El asterisco sobre la caja indica diferencias significativas entre los tratados con
PHA vy los controles con PBS (P < 0.05) y las letras sobre las cajas indican las diferencias
entre los cuatro tiempos de tratamiento: preinyeccién y 2 hs, 20 hs y 48 hs después de la
inyeccién de PHA (P < 0.05).

2.2.2 Evaluacién del estado de salud de los individuos de la especie L.

sarmientoi
-Indicadores externos de salud e indice de Condicién Corporal

Ninguno de los individuos capturados (20 machos, 4 hembras no prefiadas y 8
hembras prefiadas) presentd heridas, lesiones o ectoparasitos en la piel como acaros
0 garrapatas, y todos los individuos presentaron la cola intacta, excepto una hembra
prefiada que tenia la cola regenerada. Los datos de los valores medios de las variables

morfologicas medidas (MC y LHC) para machos, hembras no prefiadas y hembras
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prefiadas, asi como los valores medios del indice de condicién corporal (ICC) en

machos y hembras no prefiadas se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores de la media + error estandar (SE), rango y tamafio de muestra (N) de la masa corporal
(MC, gr), la longitud hocico-cloaca (LHC, mm) y el indice de condicién corporal (ICC) de los individuos

de L. sarmientoi, calculados al llegar al laboratorio y después del periodo de aclimatacion.

. ) MC + SE LHC £ SE ICC, £ SE ICC, £ SE
L. sarmientoi N N
(rango) (rango) (rango) (rango)
10.90 + 073 74.41 +1.61 10.05+0.23 9.81+0.22
Machos adultos 20 20
(5.52 - 16.38) (60.02 - 85.34) (7.93-11.58) (8.33-11.65)
Hembras no prefiadas 4 8.08+1.77 67.52 +4.33 4 10.12+0.21 8.68+0.44
adultas (5.04 - 12.95) (59.60 - 79.44) (9.82-10.74) (7.50-9.38)
12.02+0.70 75.63 +1.67
Hembras prefiadas 8
(9.19-14.90) (67.41-82.18)
0.90 £ 0.02 31.27 £0.17
Crias 20

(0.76 - 1.14)  (29.28 - 32.22)

La MC de los individuos al llegar al laboratorio (7-8 dias después de la captura)
no fue significativamente diferente de la MC medida en el momento de la captura de
ejemplares utilizados en estudios previos (ver seccion 2.1.2). La comparacion de los
resultados de la regresion entre la MC y la LHC de la presente muestra [y =-20.11 (+
2.0) + 0.42 (+ 0.02)x; F 1,31 = 213.75, r>=0.88, P < 0.001] respecto a la comparacion
de la muestra anterior a esta tesis [y =-19.14 (£ 1.9) + 0.41 (£ 0.02)x; F 1,83 = 263.34,
r> = 0.76, P < 0.001] revel6 que la interseccion y la pendiente del presente estudio
estaban dentro de los intervalos de confianza del 95% de los estudios anteriores (Fig.
14). Esto fue corroborado por el ANCOVA que no mostré diferencias significativas en

la masa corporal entre las dos muestras (F 1,116 = 0.382, P = 0.538).
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Figura 14. Regresiones Lineales que muestran la relacion entre la variable masa corporal
(MC, gr) versus la longitud hocico-cloaca (LHC, mm) de los individuos de la especie L.
sarmientoi capturados para estudios anteriores a esta Tesis (Izquierda) y de los individuos
capturados para el desarrollo de esta Tesis (Derecha). Las lineas discontinuas representan
los intervalos de confianza del 95%.

En los machos adultos, los valores medios del ICC no registraron cambios
durante el periodo de aclimatacion (ICC1 vs ICCz; prueba-t apareada, tio= 1.35, P =
0.191; ICC1 machos = 10.05 + 1.01; ICC2 machos = 9.83 + 1.00; N = 20), pero si disminuyo
en las hembras no prefiadas durante ese periodo (ICC1 vs ICC2; prueba-t apareada,
ts = 4.16, P = 0.025; ICC1 hembras no prefiadas = 10.12 + 0.42, ICC2 hembras no prefiadas = 8.68 *
0.87; N = 4). Dada la similitud de los datos del ICC de estos dos grupos de ejemplares
adultos, se utilizaron sus datos en conjunto para los siguientes analisis (machos y
hembras no prefiadas, N = 24). El ICC de los machos y hembras no prefiadas, fue
mas alto que el de las hembras postparto antes de comenzar los experimentos

(prueba-t, tso = 4.75, P < 0.001, N machos y hembras no prefiadas = 24; N hembras postparto = 8).

- Conteo celular de las muestras sanguineas

En L. sarmientoi determiné el perfil leucocitario y el recuento de eritrocitos de
adultos de un primer grupo conformado por los 20 machos y 4 hembras adultas no
prefladas y un segundo grupo de las 8 hembras prefiadas. En el primer grupo, las

células mas frecuentes encontradas en los machos y hembras no prefiadas fueron los
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linfocitos (alrededor de un 82%), seguidas en segundo lugar por los heteréfilos
(alrededor de 16%; Tabla 10). La abundancia de los baséfilos fue mucho mas baja
respecto de los linfocitos y heterofilos, y con respecto a los eosinofilos, monocitos y
azurofilos, la abundancia fue ain mas baja, encontrandose estos tipos celulares en
muy pocos individuos o en ninguno (Tabla 10). Por su parte la relacion H/L fue 0.19.
En el segundo grupo, las hembras prefiadas también mostraron como leucocito mas
frecuente a los linfocitos (alrededor de 84%) seguido por los heterofilos (alrededor de
15%; Tabla 10). La abundancia de los basofilos fue muy baja (menos del 1%) y no se
encontraron de eosinéfilos, monocitos ni azurdéfilos (Tabla 10). La relacion H/L fue
0.18. En cuanto al conteo de eritrocitos en machos y hembras no prefiadas, encontré
gue la media fue de 439.000 eritocitos/ul y en hembras prefiadas la media fue 561.000
eritocitos/pl. Los valores obtenidos en el perfil leucocitario, son similares a los hallados
para la misma especie en los individuos de la poblacién utilizados para el objetivo del
Capitulo 1 (datos de base para la especie, Tabla 1), siendo Unicamente un poco mayor
el porcentaje de linfocitos en los individuos utilizados en este Capitulo. Esto ultimo
genero una diferencia en la relacion H/L siendo mas baja en los individuos estudiados

en éste Capitulo.

Tabla 10. Valores porcentuales de cada tipo de leucocito (linfocitos, heterdfilos, baséfilos, eosindfilos,
monocitos y azurdéfilos) y la relacion heterdfilo/linfocito (H/L) del perfil leucocitario de la especie L.
sarmientoi. Se indican la media (+ error estandar, SE), valores minimos y maximos, y tamafio de

muestra (N).

L. sarmientoi

Perfil leucocitario Machos y hembras adultas Hembras prefiadas

Media (+SE) min-max N Media (xSE) min-max N

Linfocitos (%) 82.25(1.48) 64-95 24  84.00 (1.47) 79-90 8
Heterdfilos (%) 15.99 (1.40) 5-36 24 15.25 (1.31) 19-10 8
Basofilos (%) 1.75(0.40) 8-0 24 0.75(0.25) 2-0 8
Eosinéfilos (%) 0.04 (0.04) 1-0 24 0 0 8
Monocitos (%) 0 0 24 0 0 8
Azuréfilos (%) 0 0 24 0 0 8
H/L 0.19 24 0.18 8
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- Respuesta a lainyeccion con fitohemaglutinina (PHA)

En los adultos de L. sarmientoi (machos y hembras no prefiadas) el espesor del
pie posterior derecho previo a la inyeccion con PHA no mostré una relacion
significativa con el indice de condicion corporal (ICCi aduitos; Regresion Lineal Simple:
F 123=0.034, P = 0.855). Tampoco se encontré una relacion entre el espesor del pie
derecho y el ICC luego de 2 hs (Regresion Lineal: F 123 = 0.443, P = 0.512), 24 hs
(Regresion Lineal: F 123=0.149, P = 0.703) 0 48 hs después de la inyeccion de PHA
(Regresion Lineal: F 1,23=0.053, P = 0.819).

En estos individuos la comparacion del espesor del pie posterior derecho (PHA)
versus el pie posterior izquierdo (PBS) a lo largo del tiempo también mostro, como en
L. kingii, un efecto significativo del factor tratamiento (PHA frente a PBS), el factor
tiempo (antes de la inyeccion frente a 2 hs, 24 hs y 48 hs después de la inyeccion) y
la interaccién del tratamiento x tiempo (Tabla 11). El espesor del pie posterior derecho
(PHA) e izquierdo (PBS) no presentd diferencias significativas antes de las
inyecciones (test de Tukey, t pHa vs PBs = -0.539, P = 0.999, N = 24), ni a las 48 hs
después de la inyeccion (t pHa vs PBs = 0.579, P = 0.999; Fig. 15). Sin embargo, el
tratamiento con PHA generdé una inflamacion detectable en el pie derecho de 0.8 mm
en promedio a las 2 hs en comparacion con el pie izquierdo al mismo tiempo (test de
Tukey, t pHa vs PBS = 3.830, P < 0.005), asi como también provocé una inflamacién
detectable en el pie derecho de 0.14 mm en promedio a las 24 hs en comparacion con
el pie izquierdo (t pHavs PBS = 6.484, P < 0.001; Fig. 15).

La comparacion del espesor del pie posterior derecho tratado con PHA a lo largo
del tiempo mostré una inflamacion de 0.10 mm en promedio a las 2 hs, y de 0.17 mm
en promedio a las 24 hs después de la inyeccion respecto del espesor antes de la
inyeccion (test de Tukey, t prevs2h = 5.127, P < 0.001, t pre vs 24n = 8.060, P < 0.001, N =
24). En cambio, no presentaron diferencias de espesor a las 48 hs después de la
inyeccion respecto del estado inicial (t pre vs 4sh = 2.075, P = 0.435; Fig. 15). En la Tabla

12 se muestran los datos de cada tratamiento a lo largo del tiempo.

68



Capitulo 2

Tabla 11. Significancia de los efectos fijos del modelo lineal mixto generalizado seleccionado del

ensayo de inflamacion de la piel con fitohemaglutinina a lo largo del tiempo (preinyeccion y 2 hs, 24 hs

y 48 hs después de la inyeccion) entre tratamientos (PHA y PBS) para adultos de Liolaemus sarmientoi.

SS MS Num DenDF Fvalue Pr(>F)
Horas 0.2379 0.0793 3 161 15.152 <0.001
Tratamiento 0.1402 0.1402 1 161 26.801 <0.001
Tratamiento x horas 0.1598 0.0532 3 161 10.178 <0.001

Nota: Se indican, SS = suma de cuadrados, MS = media de cuadrados, DenDF = grados de libertad

del denominador.

Tabla 12. Datos obtenidos del modelo lineal mixto generalizado en la especie L. sarmientoi en a-

valores medios obtenidos del pie posterior derecho tratado con PHA y del pie posterior izquierdo tratado

con PBS a lo largo del tiempo (hs), y b- sus comparaciones a lo largo del tiempo y entre tratamientos.

a-
tiempo tratamiento emmean SE df lower.CL upper.CL
ant PHA 1.23 0.0395 29.8 1.15 1.31
2 hs PHA 1.33 0.0395 29.8 1.25 1.42
24 hs PHA 1.40 0.0395 29.8 1.32 1.48
48 hs PHA 1.27 0.0395 29.8 1.19 1.35
ant PBS 1.24 0.0395 29.8 1.16 1.32
2hs PBS 1.25 0.0395 29.8 1.17 1.34
24 hs PBS 1.26 0.0395 29.8 1.18 1.34
48 hs PBS 1.26 0.0395 29.8 1.18 1.34

b-

estimate SE df t.ratio p.value
ant, PHA — 2 hs, PHA 0.1070 0.0209 161 5.127 <.0001*
ant, PHA — 24 hs, PHA 0.1683 0.0209 161 8.060 < .0001*
ant, PHA — 48 hs, PHA 0.0433 0.0209 161 2.075 0.4357
ant, PBS - 2 hs, PBS 0.0158 0.0209 161 0.758 0.9949
ant, PBS — 24 hs, PBS 0.0216 0.0209 161 1.037 0.9680
ant, PBS — 48 hs, PBS 0.0200 0.0209 161 0.958 0.9795
ant, PHA - ant, PBS -0.0112 0.0209 161 -0.539 0.9994
2 hs, PHA - 2 hs, PBS 0.0800 0.0209 161 3.830 0.0044*
24 hs, PHA — 24 hs, PBS 0.1354 0.0209 161 6.484 <.0001*
48 hs, PHA — 48 hs, PBS  0.0120 0.0209 161 0.579 0.9991
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Figura 15. Respuestas inflamatorias de las inyecciones en el espesor del pie posterior
derecho (PHA, tratamiento; cajas bordd) y en el espesor del pie posterior izquierdo (PBS,
control; cajas grises) en machos adultos y hembras adultas no prefiadas de L. sarmientoi. Se
indican las medianas, percentiles del 5%, 25%, 75% y 95% de las frecuencias. Los asteriscos
sobre las cajas indican diferencias significativas entre los tratados con PHA y los controles
con PBS (P < 0.05) y las letras sobre las cajas indican las diferencias entre preinyeccion y 2
hs, 24 hs y 48 hs después de la inyeccion de PHA (P < 0.05).
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Capitulo 3

o I A

CAPITULO 3: BIOLOGIA TERMICA Y EFICIENCIA DE
TERMORREGULACION

3.1 Materiales y Métodos
3.1.1 Temperaturas operativas de campo (Te)

La disponibilidad de heterogeneidad de temperaturas microambientales para la
termorregulacion (Te; sensu Hertz 1992; Bakken 1992; Angilletta 2009), la determiné
utilizando modelos que emulan la temperatura corporal de un lagarto termoconforme.
La Te se utilizO para analizar el potencial que tiene una lagartija para alcanzar
temperaturas corporales que se encuentren dentro del rango de temperatura optima
para los procesos fisioldgicos (Bakken 1992; Dzialowski 2005).

En el laboratorio se tested y calibro el tipo de modelo a utilizar con el objetivo de
gue el mismo imite el tamafio del cuerpo, la reflectancia y la forma de la lagartija. Para
ello coloqué en un terrario (15 x 20 x 20 cm) provisto con una lampara infrarroja de

150 W, una lagartija viva de L. kingii, con una termocupla ultrafina adherida al

71



Capitulo 3

abdomen y una segunda termocupla aproximadamente 1 cm dentro de la cloaca fijada
con cinta adhesiva para evitar que se salga. Una tercera termocupla ultrafina coloqué
dentro de un modelo cilindrico de PVC y conecté todas las termocuplas a un Médulo
de adquisicion de datos (USB-TC08, OMEGA) para registrar las temperaturas cada
10 seg. Durante una prueba de 3 hs, movi la lampara a diferentes alturas para generar
diferentes temperaturas durante la calibracion. El modelo se consider6é un buen
indicador de la temperatura corporal (Tc) de un lagarto no termorregulador ya que no
hubo diferencias respecto de las Tc obtenidas con la termocupla adherida al abdomen
de la lagartija durante la calibracion (Wilcoxon, Z = 0.339, P = 0.735, N = 639). Las
termocuplas colocadas en el abdomen y dentro de la cloaca registraron T similares
(Wilcoxon, Z = 0.558, P = 0.577, N = 639; Fig. 16).

2y —e— Modelo

v abdomen
—a— cloaca

34 -

Temperatura °C

26 A

25 T T T T T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Tiempo (minutos)

Figura 16. Temperaturas (°C) del modelo de PVC (linea con puntos negros), el abdomen
(linea con triangulos invertidos rojos) y la cloaca (linea con cuadrados verdes) de un lagarto

de la especie L. kingii durante el experimento de calibracion.

En los ambientes en los cuales se encuentra L. kingii registré las Te
especificamente en los sitios de captura y durante los dias de muestreo, utilizando 24

modelos de tubo plastico gris de PVC de 100 mm de longitud x 20 mm de diametro.
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En cada modelo se introdujo una termocupla y ambos extremos se sellaron con
silicona (Fastix®). Cada termocupla estaba conectada a un unico registrador de datos
(3 Onset HOBO U23-003 Temperature Data Logger with 2 External Channels; 1000
Series Squirrel Meter/Logger GEN2 transmitters, 24 channel Data Loggers TM1033)
el cual se programé para registrar las temperaturas cada 2 min. Distribui los 24
modelos de manera homogénea dentro de un area de 30 m? en diferentes sitios, como
por ejemplo, al sol, sombra, tierra, rocas o debajo de la vegetacion (Fig. 17). Con la
base de datos obtenida calculé los valores medios de las temperaturas registradas
para cada modelo para cada dia de captura, a fin de obtener la Te media. Estos datos
se obtuvieron en dos instancias de muestreo. La primera se llevé a cabo cuando
capturé los individuos en el marco de esta Tesis (N = 21 machos y 7 hembras
prefiadas; Febrero 2017); y la segunda cuando se llevé a cabo un muestreo en el
mismo sitio y en la misma época (Febrero), pero en el afio 2020. En éste segundo
muestreo también capturé individuos de L. kingii (N = 19 machos adultos), y obtuve
las Te y las Tp de cada individuo en el laboratorio. Estos datos fueron incluidos en esta

Tesis a fin de incrementar el tamafo de muestra.

&

Noroeste

Sureste

Sur

Figura 17. a - Esquema que representa la disposicion de los hobos dispuestos en el sitio de
captura. b - Foto de un hobo de PVC ubicado en el campo. ¢ - Registrador de los datos de
todos los hobos (squirrel).

73



Capitulo 3

Ademas, en el sitio de captura registré la Te a partir de 3 modelos conectados a
almacenadores de datos (HOBO Onset, USA) programados para registrar la
temperatura cada 1 hora durante un afio a fin de obtener las temperaturas ambientales
disponibles para la termorregulacion durante todas las estaciones del afio (desde
Diciembre 2016 hasta Noviembre 2017)®.

En el caso de la especie L. sarmientoi registramos la Te en los sitios de captura
a partir de 5 modelos conectados a almacenadores de datos (HOBO Onset, USA)
programados para registrar las temperaturas cada 1 hora®. Los modelos se
distribuyeron en el promontorio rocoso donde se capturaron las lagartijas y se dejaron
durante un afio para obtener las temperaturas disponibles en todas las estaciones
(desde Diciembre 2017 hasta Noviembre 2018). El tipo de modelo que se colocé fue
el mismo que el testeado, calibrado y utilizado para la especie L. kingii, ya que los
ejemplares de ambas especies presentan una forma y tamafio similar. En el sitio de
muestreo de L. sarmientoi no se colocaron los 24 modelos de tubo plastico de PVC
para determinar las Te los dias de muestreo, dado que el indice E para la especie
(descripto mas abajo) ya es conocido (Ibargiengoytia et al. 2010). Igualmente
utilizamos los datos obtenidos de los 5 modelos que registraron las temperaturas
durante todo el afio y en particular, las Te de los dias de muestreo, para calcular el
indice E de nuestros individuos y también poder compararlo con los datos ya

publicados.

3.1.2 Temperatura corporal preferida (Tp)

Para obtener la Tp de ambas especies en el laboratorio se llevé a cabo una
metodologia similar a la que se describio en el Capitulo 1. Los primeros experimentos
de termorregulacion denominados Tp-inicial l0S realicé dentro de los primeros dias al
llegar al laboratorio. La Tc de cada lagartija la registré usando una termocupla ultrafina
(0.08 mm) fijada al abdomen y sujetada a la base de la cola con cinta adhesiva
hipoalergénica. Las termocuplas se conectaron a un médulo de adquisicion de datos
(USB-TCO08, OMEGA) para registrar la Tc cada 10 seg durante aproximadamente 4

hs. Los terrarios en los que los individuos realizaron los experimentos de Tp son los

4y 5 Se colocaron 6 modelos en cada sitio de muestreo durante 1 afio, pero algunos de ellos fallaron y no
registraron datos.
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mismos en los cuales permanecieron durante todo el cautiverio y estaban provistos
del gradiente térmico necesario para los estudios de termorregulacion (17 - 40 °C; Fig.
18). Para cada individuo se obtuvieron las Tp-ind, 10S Tseting inferior y superior (las
temperaturas que limitan el rango intercuartil de las Tp-ind) Y las Tp minimas y maximas
(Tp-minind Y Tp-max-ind respectivamente). Los valores medios estimados para cada
individuo de cada especie, se usaron para calcular la media Tp-inicial Y €l Tset-nicial para

la especie.

Figura 18. Terrarios utilizados para mantener a los individuos durante el tiempo de cautiverio

y realizar los experimentos de fisiologia térmica.

3.1.3 Efectividad de la termorregulacion (E).

Para determinar el comportamiento termorregulador de cada especie estudiada
se sigui6 la metodologia de Hertz et al. (1993), basado en las Tc, Tp y Te. Determiné
el dp para cada individuo como un indice de la desviacién media de la Tc obtenida en
su ambiente y su respectivo Tset obtenido en el laboratorio. También calculé la de como
un indice de la calidad térmica media del habitat desde la perspectiva de un organismo
y se estimd como la desviacion media de Te respecto del Tset de cada individuo. Para
el calculo del de de cada ejemplar, utilicé el valor medio de Te estimado a partir de

todos los registros obtenidos de todos los modelos durante la hora anterior a la captura
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de cada individuo, debido a que el Te es muy variable por la gran amplitud térmica
diaria caracteristica de Patagonia. A partir de esto, se definio la efectividad para la
termorregulacion calculando el indice E = 1 - (dv/de), que integra los recursos térmicos
que los individuos tienen en su ambiente natural y la Tp. El indice E permite determinar
la eficiencia de la termorregulacion para alcanzar la Tp (sensu Hertz et al. 1993). La
termorregulacion se considera efectiva cuando el indice E alcanza valores cercanos a
1; moderada si E esta cerca de 0.50; y pobre o reducida cuando el valor de E alcanza
valores cercanos a 0, en este caso es indicadora de termoconformidad (sensu Hertz
et al. 1993). En algunos casos, los valores estimados de E pueden ser negativos, y
esto puede ocurrir cuando las lagartijas evitan activamente los hébitats aun cuando el
ambiente ofrece temperaturas que se encuentran dentro del Tset cOmo sucede, por
ejemplo, cuando en el ambiente los depredadores son abundantes o cuando la comida
es escasa en los mejores sitios para la termorregulacion (Huey y Slatkin 1976; Hertz
et al. 1993; Gutiérrez et al. 2010). En esta Tesis se calculdé la efectividad de
termorregulacion (E) en los individuos de L. kingii capturados en los dos muestreos
mencionados anteriormente (Febrero 2017 y Febrero 2020). En el caso de L.
sarmientoi, la efectividad de termorregulacion (E) se calculd en los individuos

capturados durante el muestreo para esta Tesis (Enero 2018).

3.1.4 Anadlisis estadistico

Utilicé los programas de software estadisticos, Sigma Plot 14.0® y SPSS 17.0®.
Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se probaron con la prueba
de Kolmogorov-Smirnov y con la prueba de Levene, respectivamente. Cuando no se
cumplieron los supuestos de normalidad y/o homogeneidad de varianza, utilicé la
prueba no paramétrica correspondiente, como el test de rango con signo de Wilcoxon
(muestras apareadas) o las pruebas de suma de rangos de Mann-Whitney (muestras
independientes). Presento los valores medios con + 1 error estandar (SE). La
significancia de la relacién entre la temperatura registrada en el modelo y las Tc del
lagarto vivo las analicé con el test de Wilcoxon. Para comparar las Tc y las Tp entre los

individuos de los diferentes grupos en ambas especies utilicé una prueba-t de Student.
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3.2 Resultados

3.2.1 Biologia térmica: temperatura corporal en campo (Tc), temperatura
corporal preferida (Tp), temperaturas microambientales y efectividad de la

termorregulacién (E) de L. Kingii

Los datos de los valores medios obtenidos de cada variable medida (Ts, Ta, Tc,
Tp, Tset, Te, do, de Y E) €n machos adultos y en hembras prefiadas de L. kingii se
presentan en la Tabla 13a y b. En esta especie no se encontraron diferencias en los
valores de Tc entre los machos y las hembras prefiadas capturadas (prueba-t, ts =
0.622, P = 0.540, N machos = 21; N hembras prefiadas = 7), pero la Tp-iniciar S€leccionada por
los machos fue mayor que la seleccionada por las hembras prefiadas (Mann—Whitney,
U =6.000, P <0.001, N machos = 21; N hembras prefiadas = 7). Ademas, en los machos la Tc
fue significativamente menor que la Tp-niciar Seleccionada en el laboratorio (Mann—
Whitney, U = 33.000, P < 0.001), y lo mismo ocurrié en las hembras prefiadas (Mann—
Whitney, U = 6.000, P = 0.017; Tabla 13a).

Tabla 13.

a- Datos descriptivos (media + SE) de la temperatura del sustrato (Ts, °C), temperatura del aire (T4, °C),
temperatura corporal (T¢, °C), temperatura corporal preferida (Tp-inicial, °C), valores superior e inferior del
set-point de Tp (Tsetinicial, °C), de los individuos (N) capturados de la especie L. kingii.

. .. Tset
L. kingii N Ts Ta Te To

inferior  superior

3272+ 2706+ 3062+ 3494+ 3360+ 3643+

Machos (2017) 21
1.69 0.69 0.54 0.31 0.47 0.21
Hembras prefiadas . 3383+ 2793+ 3001+ 3176+ 3020+ 33.05%
(2017) 2.61 1.28 0.41 0.43 0.53 0.51
3251+ 3493+ 3344+ 36.69%
Machos (2020) 19
0.39 0.21 0.27 0.18

b- Valores obtenidos de las temperaturas operativas (Te, °C), y valores absolutos obtenidos de las
desviaciones de la Tc respecto del Tsetde cada individuo (dy), indice de la calidad térmica promedio de
un hébitat (de) y la efectividad de termorregulacion (E) para los machos y hembras prefiadas de L. kingii.

Se indican los tamafios de muestra entre paréntesis (N).
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L. kingii Te do de E
Machos 35.4+0.51(48) 2.46+0.36 (40) 2.82+0.46 (40) 0.12
Hembras prefiadas 31.4+0.75(24) 0.43+0.14(7) 137+0.48(7) 0.68

Solo el 9.5% de las Tc registradas en los machos quedaron incluidas en el Tset
(N = 2) mientras que el 90.5% de los valores de la Tc (N = 19) se encontraron por
debajo del Tset (Fig. 19). En cambio, en las hembras prefiadas el 42.9% de los valores
de T. registrados quedaron incluidos dentro del Tset (N = 3), mientras que el 57.1% de

los valores de Tc (N = 4) se encontraron por debajo del Tset (Fig. 19).
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Figura 19. Distribucién de las temperaturas corporales a la captura de L. kingii y de la

disponibilidad térmica en el ambiente. Eje izquierdo: nimero de observaciones de la
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temperatura corporal (T¢) en la captura vs la temperatura (barras grises). Eje derecho:
Numero de observaciones de temperaturas operativas (Te; barras blancas). Las lineas
discontinuas indican el Tsetinferior Y Tsetsuperior d€ la temperatura corporal preferida (Tp-iniciar) para
machos (gréfico superior) y hembras prefiadas (grafico inferior).

El indice E para los machos de L. kingii se calcul6 integrando los datos obtenidos
de los dos muestreos realizados en 2017 (N totai= 21) y 2020 (N totar = 19). Aunque en
la Tabla 13a se discriminan los valores obtenidos de las T, las Tpy las Tset para cada
muestreo, en la Tabla 13b se presentan los datos de las Te, db, de Y E de todos los
individuos juntos. Los machos presentaron un indice de efectividad de la
termorregulacion E caracteristico de un pobre termorregulador (E = 0.12, N = 40) en
comparaciéon con las hembras prefiadas (E = 0.68, N = 7) caracteristico de un

termorregulador eficiente.

3.2.2 Biologia térmica: temperatura corporal en campo (T¢), temperatura
corporal preferida (Tp), temperaturas microambientales y efectividad de la

termorregulacion (E) de L. sarmientoi

Para la especie L. sarmientoi los valores medios obtenidos de cada variable
medida (Ts, Ta, Tc, Tp, Tset, Te, db, de Y E) en machos adultos y hembras no prefiadas
adultas y por separado en hembras prefiadas, se presentan en la Tabla 14ay b. Se
encontraron diferencias en la Tc, siendo en los machos y en las hembras no prefiadas
mayor que en las hembras prefiadas (prueba-t, tso = 2.434, P = 0.021, N machos y hembras
no prefiadas = 24; N hembras prefiadas = 8) Sin embargo, la Tp-inicial NO Mostré diferencias entre
los dos grupos (prueba-t, tso = 1.845, P = 0.075, N machos y hembras no prefiadas = 24; N hembras
prefiadas = 8). Ademas, en los machos y hembras no prefiadas, la Tc fue
significativamente menor que las Tp-iniciar (Mann-Whitney, U = 15.000, P < 0.001) y lo
mismo ocurrio en las hembras prefiadas, que mostraron una menor Tc que Tp (Mann—
Whitney, U = 0.000, P < 0.001; Tabla 14a).
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Tabla 14.

a- Datos descriptivos (media =+ SE) de la temperatura del sustrato (Ts, °C), temperatura del aire (T4, °C),
temperatura corporal (T¢, °C), temperatura corporal preferida (Tp-inicial, °C), valores superior e inferior del
set-point de Tp (Tsetinicial, °C), de los individuos (N) capturados de la especie L. sarmientoi.

. 3 TSEt
L. sarmientoi N Ts Ta Te Tp
inferior  superior
Adultos (machos y o4 26.00 2463+ 2835+ 3516+ 3411+ 36.29%
hembras) 0.83 0.62 0.61 0.20 0.23 0.19
23.80+ 2344+ 2519+ 3442+ 3348+ 3538+

Hembras prefiadas 8
1.78 1.60 1.34 0.34 0.46 0.24

b- Valores obtenidos de las temperaturas operativas (Te, °C), y valores absolutos obtenidos de las
desviaciones de la T respecto del Tset de cada individuo (db), indice de la calidad térmica promedio de
un habitat (de) y la efectividad de termorregulacién (E) para los adultos y hembras prefiadas de L.

sarmientoi. Se indican los tamafios de muestra (N).

L. sarmientoi Te db de E

Adultos (machos y hembras) 25.5+0.34(5) 5.80+0.65(24) 8.49+0.99 (24) 0.31
Hembras prefiadas 255+0.34(5) 829+153(8) 11.16+1.68(8) 0.26

El 95.8% de los valores de la Tc de los machos y hembras no prefiadas (N = 23)
se encontraron por debajo del Tset, y solo el 4.2% de las Tc quedaron incluidos dentro
del Tset (N = 1, Fig. 20). Por otro lado, en las hembras prefiadas el 100% de los valores

registrados de Tc (N = 8) se encontraron por debajo del Tset (Fig. 20).
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L. sarmientoi Machos y Hembras no prefiadas
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Figura 20. Distribucién de las temperaturas corporales a la captura de L. sarmientoi y de la
disponibilidad térmica en el ambiente. Eje izquierdo: numero de observaciones de la
temperatura corporal (T¢) en la captura vs la temperatura (barras grises). Eje derecho:
Numero de observaciones de temperaturas operativas (Te; barras blancas). Las lineas
discontinuas indican el Tsetinferior Y Tset-superior d€ la temperatura corporal preferida (T p-iniciar) para

machos y hembras no prefiadas (gréafico superior) y hembras prefiadas (grafico inferior).

La efectividad de la termorregulacion (E) fue muy similar entre los dos grupos,
aungque un poco mayor en el grupo que incluye a los machos adultos y hembras no
prefiadas (E = 0.31, N = 24) en comparacion con las hembras prefiadas (E = 0.26, N
= 7; Tabla 14b). Por otro lado, si comparamos el E calculado para los individuos de

este estudio con respecto al E calculado para esta misma especie en un trabajo
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anterior, encontramos que no hay diferencias ya que el E fue 0.30 para el grupo
machos y hembras no prefiadas (Ibargliengoytia et al. 2010), clasificandose asi a los

individuos de esta especie como termorreguladores moderados.

3.2.3 Comparaciones entre especies y datos de temperaturas ambientales

Al comparar la Tc obtenida en el campo entre las dos especies estudiadas, se
encontrd que los individuos de L. sarmientoi presentaron Tc mas bajas (alrededor de
2 °C) que los individuos de L. kingii (L. kingii Tc = 30.62 °C; L. sarmientoi Tc = 28.35
°C), estando esto relacionado con las Te del ambiente que habita cada especie.
Incluso las hembras prefiadas de L. sarmientoi presentaron Tc aln mas bajas (Tc =
25.19 °C) en comparacion con las hembras prefiadas de L. kingii (Tc = 30.01 °C). Sin
embargo, al comparar las Tp-inicial Obtenidas en el laboratorio para las dos especies
encontramos que son muy similares (L. kingii Tp = 34.94 °C; L. sarmientoi Tp = 35.16
°C), con excepcion de las hembras prefiadas de L. kingii que eligieron temperaturas
mas bajas que las hembras prefiadas de L. sarmientoi (L. kingii Tp = 31.76 °C; L.
sarmientoi Tp = 34.42 °C).

La media de la Te obtenida durante los meses de actividad de las lagartijas
(Octubre-Marzo) fue de 18.6 °C en L. kingii y de 11.7 °C en L. sarmientoi. Si tomamos
en cuenta como dato descriptivo la temperatura media anual, la media de la Te
obtenida para el ambiente donde se capturaron los individuos de la especie L. kingii
fue de 11.19 °C (Fig. 21) y la media de la Te obtenida para el ambiente donde se

capturaron los individuos de la especie L. sarmientoi fue de 5.62 °C (Fig. 22).
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Figura 21. Promedio diario de las temperaturas operativas durante todo un afio en el ambiente
donde se capturaron los individuos de la especie L. kingii (modelo 1: colocado al sol directo;
modelo 2: colocado al sol/sombra al lado de arbusto; modelo 3: colocado bajo arbusto).
Temporada Diciembre 2016 a Noviembre 2017.
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Figura 22. Promedio diario de las temperaturas operativas promedios durante todo un afio en

el ambiente donde se capturaron los individuos de la especie L. sarmientoi (modelo 1:
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colocado bajo vegetacion; modelo 2: colocado al sol/sombra al lado de arbusto; modelo 3:
colocado en grieta sol/sombra; modelo 4: colocado en grieta; modelo 5: colocado al sol
directo). Temporada Diciembre 2017 a Noviembre 2018.
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Capitulo 4

CAPITULO 4: EFECTOS DE UNA ENDOTOXINA
BACTERIANA (LIPOPOLISACARIDO; LPS) EN LAS
TEMPERATURAS PREFERIDAS Y EN LA CONDICION
CORPORAL

4.1 Materiales y Métodos
4.1.1 Experimentos con un lipopolisacéarido (LPS)

Antes de comenzar los experimentos en los cuales los individuos fueron
expuestos a los efectos de una endotoxina bacteriana (lipopolisacéarido), las lagartijas
se mantuvieron en un periodo de aclimatacion de 20 dias que comenz6 al finalizar los
experimentos de los Capitulos 2 y 3 (como se describid en los materiales y métodos
del Capitulo 2). En ambas especies se llevaron a cabo metodologias idénticas, en
condiciones similares de laboratorio y se las expuso al mismo desafio inmune. Utilicé
un lipopolisacarido de Escherichia coli 0111:B4 (L2630, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EE.UU.), un componente de la membrana externa de bacterias gram-negativas
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reconocidas como una potente endotoxina capaz de activar el sistema inmune de un
animal. La eleccion del LPS y la dosis suministrada, se definié en base a la bibliografia
disponible, considerando especialmente los estudios previos realizados en lagartos
con tamafios corporales similares a los de las dos especies en estudio en esta Tesis
(por ejemplo, Deen y Hutchison 2001; Uller et al. 2006; Lopez et al. 2009). Por su
parte, la eleccion del indice de condicién corporal (ICC) que se utilizé en los analisis
de este Capitulo y el método de calculo fueron descriptos en el Capitulo 2.

En ambas especies se separaron a los individuos en dos grupos denominados
grupo tratamiento y grupo control. A los individuos del grupo tratamiento se le inyecto
por via intraperitoneal una solucion del LPS de endotoxina bacteriana de Escherichia
coli (2.5 ug de endotoxina/g de masa corporal, disuelto a una concentracion de 0.5
mg/ml en solucién salina estéril). A los individuos del grupo control, se les inyecto
también por via intraperitoneal un volumen de solucion fisiolégica estéril (PBS). El
grupo control fue utilizado a fin de descartar los posibles efectos de las manipulaciones
de los ejemplares y de las inyecciones en los resultados. La dosis del volumen
inyectado de LPS o PBS en los individuos del grupo tratamiento y del grupo control,
respectivamente, fue calculada teniendo en cuenta la masa corporal (MC) de cada
individuo.

Para este experimento en la especie L. kingii, 18 machos del total de la muestra
se dividieron en dos grupos de 9 individuos cada uno (grupo tratamiento y grupo
control) teniendo en cuenta datos morfolégicos (MC y LHC) registrados en los mismos.
De la misma manera, 14 crias del total de las nacidas se dividieron en un grupo
tratamiento (N = 7, LPS) y un grupo control (N = 7, PBS). Los 3 machos restantes de
los 21 machos adultos capturados y 6 de las 20 crias nacidas de L. kingii fueron
seleccionados al azar y reservados para otro estudio (analisis del perfil
transcriptdbmico, como se menciona en el Capitulo 2).

Por su parte en la especie L. sarmientoi, los experimentos con LPS se realizaron
con los 20 machos adultos y 4 hembras adultas no prefiadas capturadas, asignados
a dos grupos de 12 individuos cada uno (10 machos y 2 hembras no prefadas),
también teniendo en cuenta la MC y LHC de los individuos. La misma metodologia se
aplico a las 8 hembras postparto, las cuales fueron reasignadas a un grupo tratamiento
(N =4) y un grupo control (N = 4).

Se realizaron cinco experimentos de termorregulacion siguiendo la misma

metodologia descripta y utilizada en los Capitulos 1 y 3 para obtener la Tp. La Unica
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diferencia es que estos 5 experimentos de Ty se realizaron durante 5 dias sucesivos,
durante 6 hs por dia de 10:00 a 16:00 hs considerando el horario en que las lagartijas
estan activas en su ambiente natural. El objetivo del experimento fue determinar la
posible variacion de las Tp en el tiempo, y en particular se tuvo en cuenta las Tp 24 hs
antes de la inyeccion, y 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs postinyeccion. Los gradientes de
temperatura de los terrarios se monitorearon continuamente durante el desarrollo del
experimento utilizando 3 modelos (ubicados en uno de los terrarios), conectados a
hobos ubicados a diferentes distancias de la fuente de calor a fin de controlar que las
temperaturas provistas en el gradiente fueran las adecuadas (un modelo en el extremo
calido del gradiente, otro en la parte media y un tercero en el extremo frio/temperatura
ambiente). Los individuos se alimentaron y se les proporcion6é agua ad-libitum

diariamente al finalizar cada experimento de termorregulacion.

4.1.2 Calculo del indice de desviacion individual de Tp (dp)

En ambas especies se calculd la temperatura preferida media diaria para cada
individuo (Tp-ind), 24 hs antes de la inyeccion con LPS o PBSy 2 hs, 24 hs, 48 hsy 72
hs después de la inyeccion. Para calcular la desviacion de cada Tp-ind (24 hs antes 'y 2
hs, 24 hs, 48 hs 'y 72 hs) respecto del Tsetind-inicial iNferior y superior obtenido para cada
individuo al llegar al laboratorio, definimos un nuevo indice denominado "indice de
desviacion individual de Tp" (dp). El indice dp se estimo a partir de la suma de los
valores absolutos de las desviaciones de Tp-ina respecto del Tseting-iniciai inferior y
superior de cada individuo, tanto en los del grupo tratamiento (LPS) como en los del
grupo control (PBS). Asi se obtuvo un indice dp medio diario (24 hs antes y 2 hs, 24
hs, 48 hsy 72 hs después de la inyeccién) con el objetivo de determinar qué tan cerca
las lagartijas de ambos grupos termorregulan respecto a su Tset-inicial iINferior y superior
(valor medio incial obtenido para cada especie) cuando son sometidas a LPS o PBS
durante el experimento. El valor absoluto de la desviacion de Tp-ind respecto del Tsetind-
inicial INferior y superior se considerd 0 cuando Tp-ing Se incluyod dentro del rango de
Tsetind-inicial-

En el caso de las crias nacidas en cautiverio de la especie L. kingii, y de las
hembras postparto que dieron a luz en el laboratorio de la especie L. sarmientoi,
utilizadas en estos estudios experimentales, el indice d, se calculé con el rango de

Tsetina Obtenido 24 hs antes de la inyeccion, ya que no se dispuso del Tseting-inicial
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registrado al llegar al laboratorio después de la captura. Se calculd el indice dp para
estos individuos a las 2 hs, 24 hs, 48 hs 'y 72 hs después de la inyeccion con LPS o

PBS respectivamente.

4.1.3 Extraccién de sangre

Como se menciond en el Capitulo 2, al finalizar los procedimientos
experimentales con el LPS o PBS segun el grupo, obtuve una muestra de sangre de
cada individuo de los dos grupos, en ambas especies. Cada muestra de sangre se
obtuvo por puncion de la vena caudal ventral de la cola (misma metodologia utilizada
para la primera extraccion) y parte del volumen extraido la utilicé para realizar el
recuento de eritrocitos en la cAmara de Neubauer modificada en microscopio, y otra
parte del volumen para realizar un extendido (frotis) para el conteo de leucocitos (perfil
leucocitario) en microscopio. Para llevar a cabo lo mencionado segui los mismos

procedimientos y la misma metodologia descripta en el Capitulo 2.

4.1.4 Andlisis estadistico

Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza también los puse a
prueba con los test de Kolmogorov-Smirnov y con la prueba de Levene,
respectivamente. Cuando no se cumplieron estos supuestos, utilicé la prueba no
paramétrica correspondiente, como el test de rango con signo de Wilcoxon (muestras
apareadas) o las pruebas de suma de rangos de Mann-Whitney (muestras
independientes). Las medias se presentan con * 1 error estandar (SE).

Analicé las diferencias entre los valores medios de dos muestras utilizando la
prueba-t de Student simple para muestras independientes, o apareadas cuando
correspondieron a medidas realizadas en los mismos individuos. En ambas especies
apligué un modelo lineal mixto generalizado (GLMM) para evaluar los efectos de los
tratamientos con LPS y PBS sobre la Tp a lo largo del tiempo utilizando el paquete
Ime4 (Bates et al. 2015) y para las pruebas post hoc, el paquete emmeans (Russell
2019) en R software (R Core Team 2019). Este modelo fue el mismo que utilicé para
evaluar el efecto de la PHA a lo largo del tiempo en el Capitulo 2. En este caso, para
evaluar los efectos del desafio inmune con LPS, la Tp fue considerada como la variable

respuesta, mientras que el tratamiento (LPS o PBS), el tiempo, los grupos de
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individuos (adultos/crias, o machos y hembras no prefiadas/hembras prefiadas; segun
la especie) y sus interacciones fueron considerados efectos fijos, y la identidad
individual fue la variable aleatoria. Evalué la significancia estadistica de la identidad
individual de los analisis mediante pruebas de razén de verosimilitud basadas en la
probabilidad maxima restringida (analisis LPS: x? (11 =-311.04, P < 0.05 para la especie
L. kingii; y andlisis LPS: x? 11 = 113.33, P < 0.01 para la especie L. sarmientoi)
utilizando la funcién rand del paquete ImerTest (Kuznetsova et al. 2017). En los
andlisis, los valores de P para efectos fijos se obtuvieron utilizando sumas de
cuadrados de Tipo Il basadas en la aproximacion de Satterthwaite para los grados de
libertad del denominador (Kuznetsova et al. 2017). En ambas especies, comencé los
analisis con un modelo global que incluia todas las variables y sus interacciones. Para
evitar el sobreajuste, debido a que el tamafio de muestra era pequefio, las
comparaciones de modelos se basaron en el Criterio de Informacion de Akaike (AlCc)
corregido y se realizaron con la funcién de dredge del paquete MuMIn en R (Legendre
y Legendre 1998; Burnham y Anderson 2002). De acuerdo con esta funcion, los
modelos se clasifican de acuerdo con sus valores de AlCc, y el modelo con el AICc
mas bajo se considera el mejor, mientras que aquellos con una diferencia de valor de
AICc menor que 2 respecto del valor de AlCc del mejor modelo se consideran modelos
con soporte sustancial (Burnham y Anderson 2002). El mismo criterio se utilizé en el
Capitulo 2.

Para comparar mas de dos medidas realizadas en los mismos ejemplares utilicé
Andlisis de varianza de una via para muestras repetidas (RM ANOVA). Cuando estos
andlisis dieron significativos, realicé el test a posteriori de Holm-Sidak.

4.2 Resultados

4.2.1 Efectos del LPS sobrelaTpy el ICC en machos adultos y crias de Liolaemus

Kingii

Antes de comenzar con los experimentos del desafio inmune, los machos
asignados al grupo tratamiento con LPS y control con PBS, no mostraron diferencias
significativas en el indice de condicion corporal (ICC2 machos, prueba-t, tis = 0.125, P =
0.902; N tps = 9; N pas = 9) ni en la Tp-inicial, (prueba-t, tis = 1.188, P = 0.252; Nips = 9;
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N pes =9). Las crias asignadas a los grupos tratamiento (LPS) y control (PBS) tampoco
difirieron en el ICCz crias Obtenido antes del experimento (prueba-t, ti2 = 0.349, P =
0.733; NLps =7; N pes = 7) ni en la Tp obtenida 24 hs antes de las inyecciones (Mann—
Whitney, U =17.000, P =0.371; Nps = 7; N pas = 7).

Después de las inyecciones, encontré en el modelo seleccionado que hubo
efectos significativos del factor tratamiento (LPS vs PBS) y el factor tiempo (24 hs
antesy 2 hs, 24 hs, 48 hs 'y 72 hs post). Del modelo también se desprende qué resulté
significativa la interaccidn entre el factor tiempo y el factor tratamiento (LPS vs PBS)
sobre la Tp (Tabla 15). El factor grupo de individuos (machos adultos y crias) no fue
seleccionado por el modelo utilizado, por lo tanto, se analizaron todos los individuos

juntos.

Tabla 15. Significancia de los efectos fijos del modelo lineal mixto generalizado seleccionado de las
variables temperatura corporal preferida (Tp) a lo largo del tiempo (24 hs antes y 2 hs, 24 hs, 48 hs y

72 hs postinyeccién) entre tratamientos (LPS y PBS) para individuos de L. kingii.

SS MS Num DenDF Fvalue Pr(>F)
Tiempo 48.796 12.199 4 120 4.1260 <0.005
Tratamiento 21.387 21.387 1 30 7.2335 <0.05

Tratamiento x tiempo interaccion 43.630 10.908 4 120 3.6892 <0.01

Nota: Se indican la SS = suma de cuadrados, MS = media de cuadrados, DenDF = grados de libertad

del denominador.

Luego de 2 hs de la aplicacién de la inyeccion, los individuos del grupo tratados
con LPS presentaron una Tp media 2.7 °C mas alta que los individuos del grupo control
(test de Tukey, t 2ns LPs vs 2hs PBS = -4.006, P < 0.005), sin embargo, luego de ese tiempo,
no se encontraron diferencias significativas entre los individuos de los dos grupos (test
de Tukey, P > 0.05; Tabla 16).

Cuando se comparo¢ el efecto del LPS o PBS sobre la Tp a lo largo del tiempo,
se encontr0 que los individuos tratados con LPS no mostraron diferencias
significativas y mantuvieron su Tp a lo largo del tiempo con respecto al estado inicial
antes de la inyeccion (test de Tukey, P > 0.05; Tabla 16). Por el contrario, los

individuos control tratados con PBS disminuyeron 3.1 °C la Tp 2 hs después de la

90



Capitulo 4

inyeccion (test de Tukey, t 24ns antes vs 2hs post = -5.088, P < 0.001), recuperando sus
valores de Tp con el tiempo, incrementando en 2.0 °C su Tp a las 24 hs postinyeccién
(test de Tukey, t 2ns post vs 24hs post = 3.279, P < 0.043), seguido de 1.9 °C su Tp a las 48
hs postinyeccion (test de Tukey, t 2ns post vs 48hs post = -4.006, P < 0.005) y alcanzando
un incremento de 2.4 °C su Tp a las 72 hs después de la inyeccion (test de Tukey, t 2ns
post vs 72hs post = -4.635, P < 0.005).

En la Tabla 16 se detallan los datos obtenidos de las Tp medias de cada
tratamiento, y los resultados de las comparaciones a lo largo del tiempo. Por otro lado,
con fines descriptivos, presento gréficos considerando las Tp medias a lo largo del
tiempo en los grupos de machos adultos inyectados con LPS y PBS y en las crias
inyectadas con LPS y PBS (Fig. 23). También presento un grafico considerando las
Tp medias por individuo de ambos tratamientos (LPS y PBS) a lo largo del tiempo en
ambos grupos (Fig. 24), aunque en el modelo los analisis se realizaron con estos

grupos integrados.

Tabla 16. Datos obtenidos del modelo lineal mixto generalizado en la especie L. kingii en a- los
individuos inyectados con LPS (tratamiento) y tratados con PBS (control) a lo largo del tiempo (hs), y

b- sus comparaciones a lo largo del tiempo y entre tratamientos.

a-
tiempo iny emmean SE df lower.CL upper.CL
Pre LPS 34.3 0.475 133 334 35.3
2Post LPS 344 0.475 133 334 35.3
24Post LPS 35.1 0.475 133 34.1 36.0
48Post LPS 34.8 0.475 133 33.8 35.7
72Post LPS 34.6 0.475 133 33.6 355
Pre PBS 34.8 0.475 133 33.8 35.7
2Post PBS 31.7 0.475 133 30.7 32.6
24Post PBS 33.7 0.475 133 32.7 34.6
48Post PBS 33.6 0.475 133 32.6 345
72Post PBS 34.1 0.475 133 33.2 35.1
b-
estimate SE df t.ratio p.value
LPS, 2Post - LPS, Pre 0.0310 0.608 120 0.051 1.0000
LPS, 24Post — LPS, Pre 0.7596 0.608 120 1.249 0.9624
LPS, 48Post — LPS, Pre 0.4529 0.608 120 0.745 0.9991
LPS, 72Post - LPS, Pre 0.2363 0.608 120 0.389 1.0000
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PBS, 2Post — PBS, Pre -3.0929 0.608 120 -5.088 0.0001*
PBS, 24Post — PBS, Pre -1.0994  0.608 120 -1.808 0.7287
PBS, 48Post — PBS, Pre -1.1791 0.608 120 -1.940 0.6423
PBS, 72Post — PBS, Pre -0.6150 0.608 120 -1.012 0.9910
PBS, Pre — LPS, Pre 0.4351 0.671 133 0.648 0.9997
PBS, 2Post — LPS, 2Post -2.6888 0.671 133 -4.006 0.0039*
PBS, 24Post — LPS, 24Post  -1.4239 0.671 133 -2.122 0.5159
PBS, 48Post — LPS, 48Post  -1.1969 0.671 133 -1.783 0.7444
PBS, 72Post — LPS, 72Post  -0.4163 0.671 133 -0.620 0.9998
L. kingii

Machos

Tp media
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O PBS

40 -
39 4
38 4
37 A
36
35 4
34 1
33 A
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Figura 23. Temperaturas corporales preferidas medias (Tp) y sus desviaciones estandar
durante el tratamiento con LPS o el control con PBS a lo largo del tiempo (24 hs antesy 2 hs,
24 hs, 48 hsy 72 hs después de la inyeccién) para individuos machos (arriba) y crias (abajo)
de L. kingii. La linea discontinua indica la T, media de los individuos antes de la inyeccion (24
hs antes).
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Figura 24. Temperaturas corporales medias preferidas (Tp) de cada uno de los individuos

tratados (LPS, tratamiento; a la izquierda) e individuos control (PBS, control; a la derecha) a
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lo largo del tiempo (hs) para machos adultos (arriba) y crias (abajo) de L. kingii. Se muestra
la Tp media, el Tsetsuperior, €l Tsetinferior, 1& Tp-max Media y la Tp.min media registradas antes de los

experimentos, al llegar al laboratorio (la denominada Tp-inicial).

El indice dp medio obtenido a partir de los datos a las 2 hs, 24 hs, 48 hsy 72 hs
después de la inyeccién en machos adultos del grupo tratamiento fue mas bajo que el
indice dp medio obtenido en el grupo control (prueba-t, ts = -3.636, P = 0.011; dp machos
tps = 0.30 = 0.08 y dp machos PBs = 1.99 + 0.45; Fig. 25). Las crias tratadas con LPS
exhibieron un indice de dp medio mas bajo que el indice d, medio obtenido en las crias
tratadas con PBS durante las 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs después de la inyeccion
(prueba-t, ts = -6.138, P < 0.001; dp crias Lps = 0.24 = 0.09 y dp crias PBs = 1.45 + 0.17;
Fig. 25).

. 59 .
5 MachOS Cl’las —0O— Control
—@— Tratamiento
4 4 4
Q.
L]
m 31 3
2
u 2 4 2
. c
14 1
0 - 0
24h antes 2h 24h 48h 72h 2h 24h 48h 72h

Tiempo (Horas)

Figura 25. Comparacion de las medias + error estdndar (SE) del indice de desviacion
individual de T, (dp) entre los grupos tratamiento (LPS) y control (PBS) 24 hs antes de la
inyeccion y 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs postinyeccion, para machos adultos (izquierda) y crias

(derecha) de L. kingii.

El analisis del indice de condicion corporal (ICC) a lo largo del tiempo mostré que
no hubo variaciones significativas en los machos inyectados con LPS ni en los
inyectados con PBS (Tabla 17). Tampoco hubo diferencias en el ICC entre los machos

de los dos grupos (LPS vs PBS) después de los experimentos (ICC3zLps vs ICCs3 pes:
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prueba-t, tis = 0.211, P = 0.835). En cambio, el ICC de las crias del grupo tratamiento
disminuy6 con el tiempo, en particular el ICCz2 crias fue mayor que el ICCs crias (Tabla
17). Las crias del grupo control no mostraron variaciones en el ICC durante los

experimentos (Tabla 17).

Tabla 17. Datos comparados para la especie L. kingii del indice de condicion corporal de machos
adultos y crias, de los grupos tratamiento (LPS) y control (PBS), el primer dia en el laboratorio (ICC1),
al inicio (ICC) y al finalizar (ICCs) el desafio inmune. Se indica el tamafio de muestra (N) y valores

significativos (*).

ICCs ICC2 ICCs RM ANOVA
777+116 7.66x094 7.71+x083 Fs2=0.195 P=0.825
776081 7.71+x049 7.78+050 Fs2=0.052 P =0.949

1.03£0.04 0.96+£0.07 0.86+%0.07 Fe20=11.406 P =0.002*
1.01+£0.13 0.98+0.11 0.92%0.13 Fe20=2444 P =0.129

L. kingii
Machos adultos (LPS)
Machos adultos (Control)

Crias (LPS)
Crias (Control)

~N ~N| o o] =z

Nota: (*) test a posteriori. Método Holm-Sidak t iccz2vsiccs = 2.713, P = 0.019, ticcivsicc2 = 2.048, P =
0.063.

4.2.2 Conteo de células sanguineas en individuos de L. kingii

Se comparo el perfil leucocitario y el recuento de eritrocitos entre los individuos
de los grupos tratamiento y control a fin de conocer si existen diferencias en la cantidad
de los diferentes tipos celulares entre los individuos inyectados con LPS y los
inyectados con PBS (Tabla 18). En los machos no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los tipos celulares (prueba-t, P > 0.05), aunque se observé
un pequefio aumento en el porcentaje de heteroéfilos de los individuos tratados con
LPS en comparacién con los individuos control (no significativo), y por consiguiente
una mayor relacion H/L (Tabla 18). La comparacion entre el perfil leucocitario obtenido
de la primera extraccion de sangre de todos los machos al llegar al laboratorio, y el
perfil leucocitario presentado por los individuos del grupo tratamiento (LPS) al finalizar
los experimentos, no mostré diferencias significativas en ninguno de los tipos celulares
(prueba-t, P > 0.05). Tampoco se hayaron diferencias en el perfil leucocitario de los
machos de la muestra inicial respecto de los individuos del grupo control (prueba-t, P
> 0.05). Los porcentajes de los diferentes leucocitos correspondientes a las dos

extracciones de sangre se presentan en la Tabla 6 y la Tabla 18.
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En cuanto al recuento de eritrocitos de los machos, no se hallaron diferencias
significativas entre los grupos (prueba-t, tie = -0.195, P = 0.848; N ps = 9, N pas = 9),
los individuos inyectados con LPS presentaron un recuento de 535.000 eritocitos/pl y
los individuos inyectados con PBS presentaron un recuento de 548.000 eritocitos/pl.
Por otro lado, al comparar el recuento de eritrocitos de los machos al llegar al
laboratorio (resultados en Capitulo 2) y al finalizar los experimentos del desafio
inmune, tanto los machos del grupo control, como los del grupo tratamiento, si
presentaron una disminucion del recuento de eritrocitos (prueba-t, tzs = 2.903, P =
0.007; Npes =9, Niniciat = 21; prueba-t, tzs = 2.943, P = 0.001; Nps = 9, Ninicial = 21).

Las crias de L. kingii no presentaron diferencias significativas en ningun tipo
celular al comparar entre los grupos tratamiento y control (prueba-t, P > 0.05), aunque
aguellas tratadas con LPS exhibieron un menor porcentaje de linfocitos y mayor
porcentaje de heterdfilos, siendo estos Ultimos los leucocitos que presentaron mayor
porcentaje y aumentando asi, la relacion H/L (Tabla 18). En analisis del perfil
leucocitario también evidencié que las crias del grupo tratamiento presentaron un
mayor porcentaje de basofilos en relacion a los encontrados en las crias del grupo
control, aunque esta diferencia no fue significativa (Tabla 18). Este porcentaje alto de
basofilos encontrado en las crias tratadas con LPS, que supera el 20% en el conteo
del perfil leucocitario, difiere del conteo de basdfilos obtenido en los perfiles
leucocitarios de los individuos machos adultos tanto del grupo LPS, como del grupo
PBS (Tabla 18).

El recuento de eritrocitos en camara de Neubauer modificada no pudo ser

realizado en las crias debido al bajo volumen de sangre que se pudo obtener.

Tabla 18. Perfil leucocitario de los individuos inyectados con LPS (tratamiento) y los inyectados con
PBS (control) de la especie L. kingii. Se presenta el porcentaje de cada tipo de leucocito (linfocitos,
heteréfilos, baséfilos, eosinofilos, monocitos y azuréfilos) y la relacion heterdfilo/linfocito (H/L). Se indica

la media (z error standar, SE), valores minimos y maximos, y el tamafio de muestra (N).

Machos Crias
Perfil LPS (N=9) PBS (N=9) LPS(N=7) PBS (N=7)
leucocitario  Media _ Media _ Media _ Media _
min-max min-max min-max min-max
(+SE) (+SE) (+SE) (+SE)
Linfocitos 56.44 68.44 38.14 51.57
33-73 40-94 9-78 24-91
(%) (4.09) (5.70) (10.25) (8.91)
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Heteréfilos 39.22 26.22 39.71 34.71

22-63 3-47 19-57 9-61
(%) (4.51) (4.96) (4.83) (7.35)
Basofilos 3.66 511 21.71 13.57

0-8 0-13 1-49 0-29
(%) (0.93) (1.56) (7.88) (3.32)
Eosinéfilos 0.57 0.22

0-2 0-2 0 0 0 0
(%) (0.24) (0.22)
Monocitos 0.11 0.43 0.14

0-1 0 0 0-3 0-1
(%) (0.12) (0.43) (0.14)
Azuréfilos

0 0 0 0 0 0 0 0

(%)
H/L 0.69 0.38 1.04 0.67

4.2.3 Efectos del LPS sobre la Tp y el ICC en machos y hembras no prefiadas

adultas, y hembras postparto de Liolaemus sarmientoi

Antes de comenzar con los experimentos del desafio inmune, los machos adultos
y hembras adultas no prefiadas asignados al grupo tratamiento con LPS y control con
PBS no mostraron diferencias significativas en el indice de condicién corporal (ICCx,
prueba-t, t22 = -0.20, P = 0.840; N ps = 12; N pes = 12) ni en la Tp-inicial (prueba-t, t2z =
-0.50, P = 0.617; N ps = 12; N pas = 12). Las hembras postparto asignadas a los
grupos tratamiento (LPS) y control (PBS) tampoco presentaron diferencias
significativas en su ICCiniciat (Mann-Whitney, U = 6.000, P = 0.686; N Lps = 4; N pas =
4), ni en la Tp obtenido 24 hs antes de las inyecciones de LPS o PBS (Mann-Whitney,
U =5.000, P =0.384; N Lps = 4; N pes = 4).

En el modelo seleccionado hubo efectos significativos del factor tiempo (24 hs
antes y 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs después de la inyeccién) y del factor grupo de
individuos (machos, hembras no prefiadas adultas y hembras postparto). No obstante,
solo resulté significativa la interaccion entre el factor tiempo y el factor tratamiento
(LPS vs PBS) sobre la Tp (Tabla 19). Por ello el modelo traté a todos los individuos en

conjunto sin discriminar por grupos.
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Tabla 19. Significancia de los efectos fijos del modelo lineal mixto generalizado seleccionado de las
variables temperatura corporal preferida (Tp) a lo largo del tiempo (24 hs antes y 2 hs, 24 hs, 48 hs y
72 hs postinyeccién) entre tratamientos (LPS y PBS) y entre grupos de individuos (machos y hembras

no prefiadas adultas y hembras postparto) para individuos de L. sarmientoi.

SS MS Num DenDF Fvalue Pr(>F)
Tiempo 13.671 3.417 4 120 8.9055 <0.001
Tratamiento 0.036 0.035 1 29 0.0926 0.7630
Grupo de individuos 6.492 6.492 1 29 16.9158 <0.001
Tratamiento x tiempo interaccion  32.137 8.0343 4 120 20.9342 <0.001

Nota: SS = suma de cuadrados, MS = media de cuadrados, DenDF = grados de libertad del

denominador.

Luego de 2 hs de aplicacion de la inyeccidn, los individuos del grupo tratados
con LPS presentaron una Tp media de 1.7 °C mas baja que los individuos del grupo
control (test de Tukey, t 2hs LPsvs 2hs PBS = 6.343, P < 0.001). Sin embargo, en los tiempos
posteriores a las 2 hs, no se encontraron diferencias significativas entre los individuos
inyectados con LPS o PBS (test de Tukey, P > 0.05; Tabla 17). Cuando se comparé
el efecto del factor tiempo en cada uno de los tratamientos (LPS o PBS) sobre la Tp
se encontr6 que los individuos del tratamiento con LPS mostraron diferencias
significativas en sus temperaturas, disminuyendo la Tp 1.9 °C 2 hs después de la
inyeccion (test de Tukey, t 2ans antes vs 2hs post = -8.766, P < 0.001), y recuperaron sus
valores de Tp con el tiempo, mostrando un incremento en 1.6 °C en la Tp a las 24 hs
postinyeccion (test de Tukey, t 2ns post vs 24hs post = 7.433, P < 0.001) y 1.9 °C a las 48 hs
postinyeccion, alcanzando asi la misma Tp del inicio del experimento (test de Tukey, t
2hs post vs 48hs post = 8.378, P < 0.001). A partir de las 48 hs la Tp se estabilizé y se mantuvo
hasta las 72 hs después de la inyeccion (test de Tukey, t 2hs post vs 72hs post = 7.425, P <
0.001). Por el contrario, los individuos control con PBS no mostraron diferencias en el
factor tiempo durante el experimento y mantuvieron su Tp (test de Tukey, P > 0.05;
Tabla 20). En la Tabla 20, también se detallan los datos de las T, medias de cada
tratamiento, y los resultados de las comparaciones a lo largo del tiempo. En este caso,
también con fines descriptivos presento graficos considerando las Tp medias a lo largo

del tiempo en el grupo de los machos y hembras no prefiadas adultas inyectados con
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LPSy PBS, y en las hembras postparto inyectadas con LPS y PBS (Fig. 26). También

presento un grafico considerando las Tp medias por individuo de ambos tratamientos

(LPS y PBS) a lo largo del tiempo en ambos grupos (Fig. 27), aunque en el modelo

seleccionado los analisis se realizaron con estos grupos integrados.

Tabla 20. Datos obtenidos del modelo lineal mixto generalizado en la especie L. sarmientoi en a- los

individuos inyectados con LPS (tratamiento) y tratados con PBS (control) a lo largo del tiempo (hs), y

b- sus comparaciones a lo largo del tiempo y entre tratamientos.

a-
tiem Iny emmean SE df lower.CL upper.CL
Pre LPS 354 0.197 92 350 35.8
2Post LPS 335 0.197 92 331 33.9
24Post LPS 35.1 0.197 92 3438 355
48Post LPS 354 0.197 92 350 35.7
72Post LPS 35.1 0.197 92 3438 35.5
Pre PBS 34.9 0.197 92 345 35.3
2Post PBS 35.2 0.197 92 3438 35.6
24Post PBS 34.9 0.197 92 346 35.3
48Post PBS 34.8 0.197 92 345 35.2
72Post PBS 34.4 0.197 92 340 34.8

b-

estimate SE df t.ratio p.value

LPS, 2Post - LPS, Pre -1.92000 0.219 120 -8.766 <.0001*
LPS, 24Post - LPS, Pre -0.29187 0.219 120 -1.333 0.9440
LPS, 48Post — LPS, Pre -0.08500 0.219 120 -0.388 1.0000
LPS, 72Post — LPS, Pre -0.29375 0.219 120 -1.341 0.9418
PBS, 2Post — PBS, Pre 0.33187 0.219 120 1.515 0.8836
PBS, 24Post — PBS, Pre 0.06250 0.219 120 0.285 1.0000
PBS, 48Post — PBS, Pre -0.04375 0.219 120 -0.200 1.0000
PBS, 72Post — PBS, Pre -0.47687 0.219 120 -2.177 0.4780
PBS, Pre — LPS, Pre -0.54875 0.268 101 -2.044 0.5707
PBS, 2Post — LPS, 2Post 1.70312 0.268 101 6.343 <.0001*
PBS, 24Post — LPS, 24Post  -0.19437 0.268 101 -0.724 0.9993
PBS, 48Post — LPS, 48Post  -0.50750 0.268 101 -1.890 0.6755
PBS, 72Post — LPS, 72Post  -0.73188 0.268 101 -2.726 0.1777

99



L. sarmientoi

40 4 Machos y Hembras no preiiadas

Te media

4
‘; 24 @ LPS
= 23 - O PBS
=]
el 22 1 T T T I 1
E 24h antes 2h 24h 48h 72h
()
g' 40 Hembras postparto
()
|—
—__Temeda
24 ® LPS
23

O PBS

T T

Tiempo (horas)

24hantes  2h 24h 48h

72h

Capitulo 4

Figura 26. Temperaturas corporales preferidas medias (Tp) y sus desviaciones estandar

durante el tratamiento con LPS o el control con PBS a lo largo del tiempo (24 hs antes y 2 hs,

24 hs, 48 hs y 72 hs después de la inyeccion) para individuos machos y hembras no prefiadas

(arriba) y hembras postparto (abajo) de L. sarmientoi. La linea discontinua indica la T, media

de los individuos antes de la inyeccion (24 hs antes).
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Figura 27. Temperaturas corporales medias preferidas (T,) de cada uno de los individuos
tratados (LPS, tratamiento; a la izquierda) e individuos de control (PBS, control; a la derecha)
a lo largo del tiempo (hs) para machos y hembras no prefiadas (arriba) y hembras postparto
(abajo) de L. sarmientoi. Se presenta la T, media, el Tset superior, €l Tsetinferior, 18 Tp-max media y la
To-min media registradas antes de los experimentos, al llegar al laboratorio (la denominada Tp-

inicial)-

El indice de dp, medio obtenido en los machos y hembras no prefiadas a partir de

los datos a las 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs después de la inyeccion, no mostro
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diferencias significativas entre el grupo tratamiento y el grupo control (prueba-t, te = -
0.331, P = 0.752; dp machos y hembras no prefiadas LPS = 0.27 £ 0.12 Y dp machos y hembras no prefiadas
pes = 0.31 = 0.05; Fig. 28). En las hembras postparto, el indice dp medio obtenido a
las 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs después de la inyeccion, tampoco mostré diferencias
significativas entre el grupo tratado con LPS 'y el grupo control tratado con PBS (Mann-
Whitney, U = 7.000, P = 0.885; Fig. 28), pero el indice dp mostré una tendencia a ser
mayor a las 2 hs después de la inyeccion en las hembras postparto del grupo
tratamiento (media 2ns Lps = 1.38 + 0.80 °C, N = 4) que en las hembras postparto del
grupo control (media 2ns Pes = 0.06 £ 0.06 °C, N = 4; Fig. 28).

Machos y hembras no preiiadas

25 - .5 Hembras postparto
—~ Control
—@— Tratamiento
20 204
Q
v 1.5 1.5
L]
O
U 1.0 1.0
c
N —
0.5 0.5 -
0.0 1 0.0 1
24h antes 2h 24h 48h 72h 2h 24h 48h 72h

Tiempo (Horas)

Figura 28. Comparacion de las medias + error estandar (SE) del indice de desviacion
individual de T, (dp) entre los grupos tratamiento (LPS) y control (PBS) 24 hs antes de la
inyeccion y 2 hs, 24 hs, 48 hs y 72 hs postinyeccion, para machos y hembras no prefiadas
(izquierda) y hembras postparto (derecha) de L. sarmientoi.

El ICC disminuyé durante el experimento en los machos y hembras no prefiadas
de ambos grupos (LPS y PBS; Tabla 21). No obstante, no hubo diferencias en el ICC
entre los dos grupos (LPS vs PBS) al finalizar los experimentos (ICCs Lps vs ICC3 pss:
prueba-t, t22=0.02, P =0.977). EI ICC de las hembras postparto del grupo tratamiento

inyectadas con LPS, no mostré variaciones significativas durante el tiempo que durd
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el experimento (Tabla 21), y lo mismo sucedid con las hembras postparto del grupo
control inyectadas con PBS (Tabla 21). Sin embargo, aunque no hubo diferencias
significativas entre los dos grupos (LPS vs PBS) al finalizar los experimentos (ICC final
Lps VS ICC final PBS: prueba-t, ts = 0.674, P = 0.525, N ps = 4; N pes = 4), en ambos

grupos el ICC disminuyd en parte su valor con respecto al estado inicial (Tabla 21).

Tabla 21. Datos comparados para la especie L. sarmientoi del indice de condicion corporal de machos
y hembras no prefiadas, de los grupos tratamiento (LPS) y control (PBS), al inicio (ICC2) y al final (ICCs)
del desafio inmune, y el ICC de las hembras postparto al inicio (ICC inicia)) Y al final (ICC finar) del desafio

inmune. Se indica el tamafio de muestra (N) y valores significativos (*).

L. sarmientoi N ICC2 ICCs Prueba-t apareada

Machos y Hembras no prefiadas (LPS) 12 958+0.88 9.05+0.80 ti1=6.202 P < 0.001*
Machos y Hembras no prefiadas (Control) 12 9.67+£1.23 9.04+1.06 t11=8.662 P < 0.001*

Test de rango con signo de

ICCinicial ICCfinal .
Wilcoxon
Hembras postparto (LPS) 4 734+113 7.07+119 W=-10.000 P=0.125
Hembras postparto (Control) 4 7.88+093 758+094 W=-10.000 P=0.125

4.2.4 Conteo de células sanguineas en individuos de L. sarmientoi

Se comparo el perfil leucocitario y el recuento de eritrocitos entre los individuos
de los grupos tratamiento y control a fin de identificar diferencias en la cantidad de los
distintos tipos celulares entre los individuos inyectados con LPS vy los inyectados con
PBS (Tabla 22). Los machos adultos y hembras no prefiadas no exhibieron diferencias
significativas en el porcentaje de ningun tipo celular del perfil leucocitario al comparar
el grupo tratamiento con LPS y el control con PBS (prueba-t, P > 0.05), siendo los
porcentajes muy similares en cada grupo, asi como la relacion H/L (Tabla 22). Por otro
lado, la comparacién entre el perfil leucocitario obtenido de la primera extraccion de
sangre de todos los individuos machos y hembras no prefiadas al llegar al laboratorio,
y el perfil leucocitario presentado por los individuos del grupo tratamiento (LPS) al

finalizar los experimentos, no mostré diferencias significativas en ninguno de los tipos

103



Capitulo 4

celulares (prueba-t, P > 0.05). Tampoco se hayaron diferencias en el perfil leucocitario
de los machos y hembras no prefiadas de la muestra inicial respecto de los individuos
del grupo control (prueba-t, P > 0.05). Los porcentajes de los diferentes leucocitos de
las dos extracciones de sangre se presentan en la Tabla 10 (Capitulo 2) y en la Tabla
22.

En el recuento de eritrocitos de los machos adultos y hembras no prefiadas
tampoco se hallaron diferencias significativas entre los grupos tratamiento y control
(prueba-t, t22 = 1.616, P = 0.120; Nps = 12, N pas = 12). Sin embargo, los individuos
inyectados con LPS presentaron un recuento de 487.000 eritocitos/pl, y los individuos
del grupo control presentaron un recuento menor, siendo de 392.000 eritocitos/pl,
aunque esta diferencia no resultd significativa. De igual manera, al comparar el
recuento de eritrocitos de los individuos al llegar al laboratorio (resultados en Capitulo
2) y al finalizar los experimentos del desafio inmune, no se encontraron diferencias
significativas con respecto a ninguno de los dos grupos LPS y PBS (prueba-t, tzs =
0.892, P = 0.379; Npss = 12, Ninicial = 24; prueba-t, tsas = -0.932, P = 0.358; N ps = 12,
N inicial = 24).

Las hembras postparto incluidas en el estudio experimental tampoco
presentaron diferencias significativas en los porcentajes de ninguno de los diferentes
tipos celulares en el perfil leucocitario al comparar entre los grupos LPS tratamiento y
PBS control (prueba-t, P > 0.05), ni en la relacion H/L (Tabla 19). Respecto al recuento
de eritrocitos, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos (prueba-t, te =
0.205, P =0.845; Nps =4, N pss = 4), registrando 575.000 eritocitos/pl en las hembras
postparto inyectadas con LPS y 547.000 eritocitos/ul en las hembras postparto a las

cuales se le inyect6 PBS.
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Tabla 22. Perfil leucocitario de los individuos inyectados con LPS (tratamiento) y los inyectados con
PBS (control) de la especie L. sarmientoi. Se presenta el porcentaje de cada tipo de leucocito (linfocitos,
heterdfilos, baséfilos, eosinéfilos, monocitos y azuréfilos) y la relacion heterdfilo/linfocito (H/L). Se indica

la media (z error standar, SE), valores minimos y maximos, y el tamafio de muestra (N).

Machos y Hembras no prefiadas Hembras postparto

Perfil LPS (N = 12) PBS (N = 12) LPS (N = 4) PBS (N = 4)

leucocitario  Media min-max Media min-max Media min-max Media  min-max
(£SE) (£SE) (£SE) (£SE)

Linfocitos 81.17 71-91 83.33 64-95 83.75 81-88 84.25 79-90
(%) (2.05) (2.17) (1.55) (2.78)
Heterofilos 16.83 9-28 15.08 5-36 15.75 12-18 14.75 10-19
(%) (1.76) (2.24) (1.31) (2.46)
Basofilos 1.92 0-8 1.58 0-4 0.50 1-0 1.00 0-2
(%) (0.69) (0.43) (0.29) (0.41)
Eosindfilos  0.82 0-1 0 0 0 0 0 0
(%) (0.82)
Monocitos 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
Azuréfilos 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
H/L 0.20 0.18 0.18 0.17
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DISCUSION DE LOS CAPITULOS 2,3Y 4

Estado de Salud de las Poblaciones silvestres — determinacion de perfil

leucocitario y su variacion ante una infeccion inducida

El conocimiento de valores de referencia sobre parametros indicadores del estado
de salud de las poblaciones de reptiles, obtenido a partir de analisis sanguineos (por
ej., perfil leucocitario, conteo de eritrocitos) y otros parametros fisiologicos (por e€j.,
indice de condicién corporal, temperatura corporal), es fundamental a la hora de
evaluar el estado de las poblaciones silvestres y su vulnerabilidad frente a posibles
desafios inmunes. Las poblaciones de L. kingii y L. sarmientoi estudiadas no
presentaron lesiones, ectoparasitos, ni diferencias en el indice de condicion corporal
entre individuos sugiriendo que presentan un buen estado de salud en su ambiente
natural. Ademas, ambas especies mostraron la capacidad para desarrollar una
respuesta inflamatoria temporal y localizada cuando fueron inyectadas con
fitohemaglutinina (PHA). Este tipo de estudios es utilizado para determinar la actividad
de las células inmunes en otros grupos de vertebrados, como por ejemplo en aves
(Passer domesticus; Roitt et al. 1996; Martin et al. 2006), mamiferos como tuco-tuco
(Ctenomys talarum; Merlo et al. 2014) o anfibios (Epidalea calamita; Zamora-Camacho
y Comas 2018) dado que la magnitud de la inflamacion es directamente proporcional
a la capacidad de respuesta inmune celular (Clulow et al. 2015). La inflamacion
observada en los individuos de L. kingii y L. sarmientoi inyectados con PHA, similar a
la respuesta de otras especies de lagartijas como Podarcis hispanica (Cabido et al.
2008) y Podarcis liolepis (lglesias-Carrasco et al. 2016) confirma Ila
inmunocompetencia de las especies estudiadas en esta tesis.

Muchas reacciones inflamatorias e infecciosas provocan cambios significativos
y especificos en la sangre periférica que pueden determinarse para conocer el estado
de salud e identificar procesos patoldgicos (Jacobson 2007). Los reptiles son un grupo
muy heterogéneo resultando dificil hacer inferencias sobre los parametros
hematoldgicos de referencia de las diferentes especies. Por esta razon, es relevante
conocer las caracteristicas de las células sanguineas de cada grupo y contribuir al
conocimiento del sistema inmune en el género Liolaemus, para el cual existen soélo

trabajos puntuales de descripcion de parametros hematolégicos, hemoparasitos o
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presencia de parasitos nematddes o ectoparasitos (Ceballos de Bruno 1995; Castillo
et al. 2015, 2019; Espinoza-Carniglia et al. 2016; Megia-Palma et al. 2017). El perfil
leucocitario de los individuos de L. sarmientoi capturados para los estudios de esta
Tesis en 2018, fue similar al obtenido de los individuos de esta misma especie
capturados en 2011 en el marco de estudios previos (resultados presentados en el
Capitulo 1) permitiendo determinar el perfil leucocitario de referencia para la especie.
El mismo perfil leucocitario se detectd en el laboratorio 72 hs después de que los
individuos fueron inyectados con LPS y se mantuvo también la relacion H/L,
corroborando los valores hematol6gicos normales para la especie.

Algo similar ocurrié en los individuos de L. kingii, ya que no mostraron diferencias
significativas en el perfil leucocitario antes y después del desafio inmune. No obstante,
si mostraron una diferencia en el recuento de eritrocitos, siendo mucho menor
despues del estudio experimental con el lipopolisacérico, tanto en los individuos del
grupo tratamiento como los individuos control, con relacion a la primera muestra de
sangre obtenida durante los primeros dias en el laboratorio. Esta diferencia
encontrada podria deberse a diferentes razones, como por ejemplo, distintas
condiciones ambientales (en referencia a las del campo y las del laboratorio), el estado
nutricional (aunque los individuos no modificaron su indice de condicion corporal
estando en el laboratorio trascurrido el periodo de aclimatacion), o el estrés causado
por la inyeccion del LPS o PBS que pudiera haber causado cambios en el organismo.

Si bien no hubo diferencias significativas en el perfil leucocitario de L. kingii entre
los individiduos inyectados con LPS y los individuos control, se observé un aumento
de ciertos tipos de leucocitos, encontrando un mayor porcentaje de heteroéfilos en
machos y mayores porcentajes de heterdfilos y basofilos en crias después de 72 hs
de la inyecciéon. También se observo, a partir de esto, que los individuos inyectados
con LPS (tanto los machos como las crias) mostraron una mayor relacion H/L que los
individuos control y también comparando con la primera muestra de sangre tomada
luego de la captura (en machos). Es importante resaltar que el mayor porcentaje de
basofilos encontrado en las crias en relacion a los adultos, concuerda con un estudio
en serpientes de la especie Tropidonophis mairii en la cual encontraron que los
recuentos de basofilos en las crias son cuatro veces mas altos que los recuentos en
los adultos (Brown y Shine 2016). Este cambio ontogenético en el nUmero de basdfilos
encontrados, puede indicar que estas células ofrecen proteccion inespecifica

generalizada a las crias inmunolégicamente inmaduras, una funcion que se reemplaza
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a medida que el individuo crece y desarrolla su sistema inmunol6gico adquirido (por
ejemplo, respuestas humorales y mediadas por células).

Aunque en ambas especies no se observaron diferencias significativas en el
perfil leucocitario (probablemente debido al tiempo de 72 hs transcurrido entre la
inyeccion de LPS y la obtencion de la muestra de sangre), si desarrollaron respuestas
de termorregulacion conductual después de la inyeccion con LPS. Liolaemus kingii y
L. sarmientoi, termorregularon de forma diferente ante el desafio inmune con LPS en
condiciones experimentales de laboratorio similares. Las lagartijas inyectadas con
LPS, a diferencia de los individuos control, termorregularon a temperaturas cercanas
a la temperatura corporal (Tc) que experimenta cada especie en su ambiente.
Liolaemus sarmientoi seleccion6 temperaturas menores optando por la estrategia de
reducir los efectos del patdgeno, mientras que los resultados obtenidos para L. kingii
sugieren una tendencia a mejorar la eficiencia del sistema inmunol6gico mediante un
aumento de la temperatura corporal. De esta forma, L. kingii estaria promoviendo tanto
la inmunidad innata, aumentando el reclutamiento de heterdfilos y mejorando el
potencial fagocitico de los macrofagos y de las células dendriticas, asi como la
inmunidad adaptativa aumentando la tasa de circulacion de linfocitos a través de

organos linfoides (Evans et al. 2015; Rakus et al. 2017).

Respuestas termofisioldégicas — Inmunologia 'y Temperatura

La mayoria de los procesos fisiolégicos progresan de manera Optima a
temperaturas corporales cercanas a las Tp, pero ante un desafio inmune estas
temperaturas 6ptimas pueden variar con respecto a los pardmetros normales (Dawson
1975). Los efectos a corto plazo de la temperatura a partir de las respuestas del
sistema inmune son particularmente interesantes ya que la capacidad de los
patogenos para generar un dafo, puede verse fuertemente afectada por fluctuaciones
rapidas del sistema inmunoldgico del huésped (Wright y Cooper 1981). Los lagartos
L. kingii y L. sarmientoi inyectados con LPS realizaron ajustes en su termorregulacion
conductual al poco tiempo de recibir la inyeccion. Alcanzaron diferentes temperaturas
a aquellas observadas antes del experimento y también diferentes a las elegidas por
los individuos control, evidenciando que existe un ajuste de la Tp éptima. Por ejemplo,
los machos adultos de L. kingii respondieron termorregulando dentro del Tset pero con

mayor precision, con un menor rango de Tp y a temperaturas mayores que los machos
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del grupo control (Fig. 24). Esta respuesta también fue observada en las crias nacidas
en el laboratorio de la misma especie, que como se observé en algunas iguanas
juveniles (Iguana iguana; Deen y Hutchison 2001, < 1 afio de edad), incrementaron la
Tp y mantuvieron su temperatura corporal dentro de un rango estrecho como
respuesta al lipopolisacarido (Fig. 24). Los estudios sobre las respuestas inmunes y
los cambios fisiolégicos y comportamentales involucrados para reptiles recién nacidos
son escasos (Brown y Shine 2016). En los mamiferos, por ejemplo, los recién nacidos
no son capaces de desarrollar fiebre fisiologica en respuesta a pirdgenos bacterianos,
pero si lo hicieron conductualmente cuando se les proporcion6 un gradiente térmico
(fiebre conductual; Satinoff et al. 1976; Kleitman y Satinoff 1981). Estos resultados
muestran, una vez mas, la importancia del comportamiento termorregulatorio en el
desemperio del sistema inmune, no sélo en ectotermos sino también en mamiferos
(Dawson 1975). El hallazgo de una mayor precision de la termorregulacion tanto en
adultos como en crias de L. kingii, resulta coherente con la necesidad de controlar la
temperatura dado que se ha demostrado que un incremento excesivo de la misma
representa un desafio para la funcion enzimatica, y puede causar la reduccion de la
actividad leucocitaria inespecifica y la reduccién en la produccién de anticuerpos en
varias especies de reptiles (Dawson 1975; Zimmerman et al. 2010, 2017). Esta mayor
precision se observa con claridad cuando se analizan las diferencias en la desviaciéon
individual de Tp (indice dp) que experimentaron los individuos de L. kingii. En el caso
de los machos adultos y las crias nacidas en cautiverio, el indice dp fue menor en los
individuos del grupo tratamiento mientras que los individuos del grupo control eligieron
termorregular entre las temperaturas extremas del gradiente térmico (indice dp, mas
alto).

El mantenimiento de la temperatura corporal dentro del punto de ajuste de Tp
puede ademas ser ventajoso para evitar los costos de la termorregulacion. Los costos
metabdlicos incluyen el aumento de las tasas metabdlicas en aproximadamente un
10% por cada 1 °C de incremento de la temperatura corporal (Kluger 1979; Boltafna et
al. 2013; Ramén-Romero y Farias 2014) y en consecuencia, termorregular a mayores
temperaturas puede conducir al agotamiento de los cuerpos grasos (Huey 1974;
Adolph y Porter 1993). Otros costos incluyen una mayor exposicion a los
depredadores, ya que pasan mas tiempo fuera de los refugios para termorregular
(Herczeg et al. 2008, Zamora-Camacho et al. 2016), lo que limita el tiempo disponible

para dedicarlo a la reproduccidon, alimentacion, interacciones sociales y otras
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funciones. Algunas especies de lagartos alcanzan hasta 2 °C por encima de la Tp
media en respuesta a exposiciones a LPS, como Dipsosaurus dorsalis (Vaughn et al.
1974), Callopistes maculatus (Hallman et al. 1990), Agama agama (Ramos et al. 1993)
y Oplurus cyclurus (Muchlinski et al. 1995). En cambio, otras especies no aumentan
la Tc ni desarrollan hipotermia después de la inyeccién de un pir6geno, como se
documentd en el lagarto armadillo Cordylus cataphractus (Laburn et al. 1981), el
lagarto Anolis equestris (Muchlinski et al. 1995) y el lagarto alpino Psammodromus
algirus (Zamora-Camacho et al. 2016). Los resultados obtenidos en esta Tesis
evidencian que los individuos de L. kingii desafiados con LPS mantuvieron o en
algunos casos elevaron su temperatura corporal, aunque siempre dentro de los limites
de su Tset, evitando las temperaturas criticas maximas (CTmax). De esta manera, las
lagartijas bajo una amenaza por patdgenos pueden mejorar sSu respuesta
inmunoldgica, evitando comprometer las funciones enzimaticas, en detrimento del
rendimiento locomotor u otras funciones fisiolégicas, evitando CTmax y asegurando su
supervivencia (Angilletta 2009).

Por otra parte, en contraste con lo observado para los individuos inyectados con
LPS, la mayoria de los machos y algunas crias del grupo control de la especie L. kingii
disminuyeron significativamente su Tp 2 hs después de la inyeccion con PBS. Esta
breve hipotermia temprana que mostraron algunos individuos del grupo control puede
interpretarse como una respuesta fisiolégica al dafio tisular causado por agujas
hipodérmicas estériles. Los procesos inflamatorios, tanto estériles como infecciosos,
ocurren después de la activacion de los receptores tipo Toll (TLR) (Beutler 2004) a
través del reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) y
patrones moleculares asociados a dafios (DAMP) en leucocitos (Nourshargh y Alon
2014). Durante una infeccién o lesion tisular, los neutréfilos constituyen la primera
linea de defensa al regular la respuesta inmune adaptativa a través de la activacion
de células By células T (Hidalgo et al. 2019). La investigacion sobre la lesion del tejido
estéril en ratones ha demostrado que la acumulacion de neutréfilos en el sitio del dafio
ocurre durante la primera hora, y los neutréfilos presentes en el sitio de la lesion
forman grupos (Ng et al. 2011). Por el contrario, la inyeccion de LPS activa el
reconocimiento de PAMP por TLR con neutréfilos que contindan migrando al sitio
infectado produciendo grupos dinamicos que muestran un comportamiento de
enjambre (Chtanova et al. 2008). Esos estudios demostraron que los DAMP y PAMP

regulan la inflamacion y controlan la infiltracion de neutrofilos (Ng et al. 2011). Por lo
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tanto, aln en ausencia de patdgenos, ante una inyecciéon de PBS, existe una
respuesta inmune innata con invasion de neutrdfilos que pueden activar mecanismos
de vasodilatacion mediante la produccion de éxido nitrico (Skovgaard et al. 2005), e
inducir asi una pérdida de calor hacia el ambiente a corto plazo, como se observa aqui
en el desempefio termorregulador de los individuos control de L. kingii tratados con
PBS.

Los individuos de la especie L. sarmientoi tienden a disminuir la T, después de
la administracion de una endotoxina bacteriana (LPS), desarrollando una hipotermia
conductual incluso cuando en el gradiente térmico provisto en el laboratorio tenian la
opcién de elegir temperaturas mas altas, tales como la Tp seleccionada por los mismos
individuos antes del desafio inmune (Fig. 27). Todos los individuos del grupo
tratamiento, a las 2 hs posteriores a la inyeccién con LPS, seleccionaron Tp mas bajas
(31.33 °C - 34.85 °C) que la T, media para la especie (35.16 °C; la obtenida en esta
tesis). Las Tp de los individuos a las 2 hs posteriores a la inyeccién con LPS, fue similar
a las temperaturas que los lagartos presentaron al momento de la captura (T¢) y que
tienen disponibles en su ambiente (ver Ts 'y Ta, Te, Fig. 29; mostrada al final de esta
seccidn), sugiriendo una respuesta adaptativa al clima frio donde habitan (Ferguson
el al. 2018). Por otro lado, las hembras postparto mostraron un patrén similar, pero la
disminucién de las Tp 2 hs después del desafio inmune con LPS, resulté mucho mas
pronunciada (dp media = 1.38 °C) que en el resto de los individuos (machos y hembras
no prefiadas, dp media = 0.62 °C). En el grupo control, en cambio, todos los individuos
(machos y hembras no prefiadas, y hembras postparto) mantuvieron su T, dentro de
su Tset a lo largo del experimento (dp media machos y hembras no prefiadas = 0.18;
dp media hembras postparto = 0.06 °C). En climas frios una respuesta tendiente a
menores Tc puede asegurar no solo la posibilidad de encontrar las temperaturas en el
ambiente, sino una mayor precision en la termorregulacion con menor gasto
energético para alcanzar las temperaturas adecuadas. Ademas, los individuos
infectados pueden no ser capaces de asignar suficiente energia para ajustes
conductuales vy fisiolégicos cuando la disponibilidad de microambientes térmicos
adecuados es muy reducida (Paranjpe et al. 2014; Megia-Palma et al. 2020).

En la naturaleza, los lagartos de la especie L. sarmientoi alcanzan una Tc media
baja de 26 °C durante la temporada de actividad, incluso cuando prefieren una
temperatura corporal mucho mas alta en el laboratorio (Tp = 34.43 + 0.28 °C;

Ibargliengoytia et al. 2010; Tp = 35.16 °C, esta tesis). Esta especie se comporta como
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un termorregulador entre deficiente a moderado (E = 0,30; Ibargliengoytia et al. 2010;
E = 0.31, esta tesis), o que sugiere que el ambiente limita el logro de una Tc mas alta
Yy, por consiguiente, la capacidad de combatir una infeccion utilizando el mecanismo
de fiebre conductual. Por su parte, la especie L. kingii se comporta también como un
pobre o deficiente termorregulador (E = 0.12), pero a diferencia del ambiente que
habita L. sarmientoi, los individuos de L. kingii tienen mayor disponibilidad térmica en
su ambiente para termorregular. La tendencia de los individuos de L. sarmientoi a
disminuir su temperatura corporal conductualmente y desarrollar hipotermia en lugar
de aumentar su temperatura mediante la termorregulacion y desarrollar fiebre como
mecanismo de defensa, puede estar influenciada por los costos de la
termorregulacion, tanto en términos del gasto energético, como en relacion al riesgo
de depredacion al tomar el sol fuera de los refugios en los promontorios rocosos.
Ademas, en un ambiente frio hay un alto gasto de energia en la busqueda de sustratos
calidos en detrimento de las actividades sociales, reproductivas y de alimentacion
(Ibargiengoytia et al. 2010; Fernandez et al. 2015; 2017a). La hipotermia, como
respuesta a un desafio inmune, se vuelve especialmente importante en las hembras
postparto, teniendo en cuenta su pobre condicién corporal luego de los partos, el cual
puede agravarse si se expone a altas temperaturas. Cuando los lagartos estan sanos
(individuos del grupo control), eligen temperaturas incluidas en el Tset, ideales para un
rendimiento fisiolégico 6ptimo como la locomocion (Fernandez et al. 2011; Fernandez
y Ibarglengoytia 2012), actividades sociales (Fernandez et al. 2018) o el desarrollo
embrionario (Fernandez et al. 2017a).
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Figura 29. Se presenta la temperatura corporal (T¢) de los individuos de la especie L.
sarmientoi y la temperatura del sustrato (Ts) y temperatura del aire a 1 cm (T,) en cada
microambiente donde se capturaron. Las temperaturas operativas (Te) se obtuvieron durante
los dias de muestreo cada una hora (eje inferior). También se indican las temperaturas
corporales preferidas medias (Tp) de todos los individuos tratados con LPS a lo largo del
tiempo (hs) en machos y hembras no prefiadas (lineas coloreadas continuas, N = 12) y en
hembras postparto (lineas coloreadas discontinuas, N = 4) (eje superior). Las diferencias
significativas (P < 0.05) para machos y hembras no prefladas, y para hembras postparto, se

indica con (*).
Fisiologia térmica y gasto energético

Las altas temperaturas comprometen el funcionamiento de los procesos
metabdlicos, en particular de las proteinas tanto en vertebrados endotermos, como en

ectotermos. Los endotermos asignan gran parte de su metabolismo energético para

mantener la temperatura corporal dentro de limites muy estrechos; sin embargo,
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cuando desarrollan fiebre, cambian su termostato hipotalamico alrededor de 2 °C por
encima de la temperatura corporal normal (Blatteis 2003; Bicego et al. 2007). Los
ectotermos, en cambio, pueden variar su temperatura corporal en mayores rangos de
acuerdo a la disponibilidad térmica en su entorno natural (Angilletta et al. 2002, 2006).
Aun asi, los cambios en la temperatura corporal de algunos grados centigrados por
encima de la normotermia como consecuencia de una infeccion pirogénica tienen un
costo energético significativo (Sherman y Stephen 1998). Sin embargo, los machos
adultos de L. kingii no mostraron cambios significativos en el ICC mientras se
mantuvieron en cautiverio desde la captura hasta 72 hs después del experimento,
tampoco hubo diferencias en el ICC entre los individuos del grupo tratamiento y control
antes de exponerlos experimentalmente al LPS, ni al finalizar el estudio experimental.
En cambio, las crias confirman las predicciones realizadas, ya que las desafiadas con
LPS parecen haber comprometido su condicién corporal a expensas de mantener la
temperatura corporal dentro de un rango estrecho de Tset. Las crias tratadas con LPS
mostraron una disminucion significativa del ICC a lo largo del tiempo que no se
observé en las crias del grupo control. Estos resultados podrian evidenciar una
asignacion de reservas energéticas a la respuesta inmune en los recién nacidos,
sefialando la vulnerabilidad de las crias y la presion selectiva que los patdgenos
ejercen sobre las poblaciones naturales.

En la especie L. sarmientoi, los machos y hembras no prefiadas tanto del grupo
inyectado con LPS como del grupo control inyectado con PBS, experimentaron una
reduccion del ICC al final del experimento. En cambio, no ocurrié lo mismo en las
hembras postparto, que aun teniendo una condicion corporal baja al inicio de los
experimentos por haber parido recientemente, tanto las inyectadas con LPS como las
inyectadas con PBS, no mostraron una disminucién significativa del ICC. La
disminucién en el ICC podria deberse al hecho de que las altas temperaturas
disponibles en el gradiente térmico durante varios dias, pueden haber causado un
mayor gasto de energia en los individuos, independientemente de si estaban
inyectados con LPS o PBS. Sin embargo, tanto los machos y hembras no prefiadas
como las hembras postparto inyectados con LPS, disminuyeron sus Tp a las pocas
horas postinyeccion, elevandola de a poco a lo largo de los dias de experimento.
Estudios previos mostraron que aquellos individuos inyectados con LPS que iniciaron
los experimentos con una baja condicion corporal, tendieron a elegir bajas

temperaturas corporales probablemente como una forma de reducir el gasto
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energeético y poder desarrollar una respuesta inmune efectiva frente a ese desafio
(Romanovsky y Szekely 1998; Deen y Hutchison 2001). No obstante, los los machos
y hembras no prefiadas utilizados en esta Tesis iniciaron los protocolos
experimentales con un buen ICC. La eleccion de bajas temperaturas corporales,
ademas de reducir el gasto energético, disminuiria la tasa de crecimiento de un
organismo patdgeno y, en consecuencia, el impacto negativo en el huésped
(Medzhitov et al. 2012). Por lo tanto, la hipotermia puede dar tiempo al sistema inmune
para desarrollar un ataque inmunologico completo (Kluger et al. 1998), mecanismo de
defensa generalizado para muchas especies de lagartos frente a un desafio inmune
(Deen y Hutchison 2001; Merchant et al. 2008; Paranjpe et al. 2014; Zamora-Camacho
et al. 2016). En liolaémidos que viven en ambientes templados frios, latitudes
extremadamente altas del sur de la Patagonia y con escasos recursos térmicos
(Ibargliengoytia et al. 2010; Fernandez et al. 2011; Fernadndez y Ibargiengoytia 2012),
los costos de producir fiebre podrian ser excesivamente altos y, por lo tanto, la
estrategia opuesta de hipotermia observada en L. sarmientoi, estaria favorecida para
conservar energia y al mismo tiempo disminuir la aptitud del patégeno (Kluger et al.
1998).

Los resultados contrastantes observados entre los individuos de las especies L.
kingii y L. sarmientoi pueden explicarse por la diferente disponibilidad de temperaturas
para la termorregulacién en sus entornos naturales, tal como fue planteado en la
hip6tesis. Por ejemplo, el indice de la calidad térmica del hbitat desde la perspectiva
de un organismo (de = | Te - Tset |; Sensu Hertz et al. 1993) para L. kingii correspondio
a de = 2.38, mientras que para L. sarmientoi el de fue 9.90, uno de los indices mas
altos para Liolaemus (lbargliengoytia et al. 2010, 2020). Las dos especies eligen
posibles temperaturas disponibles en su ambiente para responder al mismo desafio
inmune (LPS). Las diferencias ambientales parecen haber conformado diferentes
caminos evolutivos para las respuestas térmicas a los desafios inmunes: mantener
una Tp estable o mas alta en L. kingii e hipotermia en L. sarmientoi (en condiciones
metodoldgicas experimentales idénticas). Se espera que futuras investigaciones
continten contribuyendo en el entendimiento de la ecoinmunologia en lagartos y los
posibles desafios relacionados con el cambio climatico que estan afectando la
diversidad de ambientes para la termorregulacion y sometiendo a las poblaciones a

nuevos patégenos.
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CONCLUSIONES FINALES

En esta tesis he integrado algunos aspectos del sistema inmune como el perfil
leucocitario, con el indice de condicion corporal y las respuestas termofisioldgicas a
posibles infecciones bacterianas de dos especies hermanas del género Liolaemus, L.
kingii y L. sarmientoi que habitan ambientes con diferente rigurosidad climatica. Los
resultados obtenidos se discutieron en relacion al efecto de factores bidticos y
abidticos en las posibles respuestas ecofisioldgicas ante un desafio inmune. Asi, este
estudio contribuy6 a obtener una primera aproximacion a la compleja interrelacion
entre la termorregulacion, la funcion inmune y el ambiente. En particular, esta tesis
representa un avance acerca de las limitaciones ambientales sobre la

termorregulacion y su influencia en las respuestas inmunes.

Ambas especies mostraron un buen estado de salud en su ambiente natural,
evidenciado por la ausencia de lesiones o ectoparasitos, similar indice de condicion
corporal entre individuos y la capacidad para realizar una respuesta inmune innata
cuando fueron inyectadas con PHA. Se observé que L. kingii y L. sarmientoi presentan
un perfil leucocitario similar, que se mantuvo durante el tiempo en cautiverio,
caracterizado por la presencia de un mayor porcentaje de linfocitos seguido de
heterdéfilos, mientras que los porcentajes de basofilos, eosindfilos y especialmente

monocitos y azurofilos fueron comparativamente escasos.

Tanto los individuos de L. kingii como los individuos de L. sarmientoi mostraron
una gran diferencia entre la Tc que presentaron en el ambiente natural y la T, obtenida
en un gradiente térmico en el laboratorio, siguiendo el patrén comun para la familia
Liolaemidae (Ibargliengoytia et al. 2021) con Tcs entre 4 - 7 °C menores a las Tps,
consideradas Optimas para maximizar numerosos procesos fisiologicos. No obstante,
presentaron la capacidad de realizar ajustes termorregulatorios para mejorar la

respuesta inmune frente a una posible infeccién bacteriana simulada.

En este sentido, las respuestas termofisioldgicas observadas en ambas especies
sugieren una adaptacion para responder a los desafios inmunes de acuerdo a la
disponibilidad térmica de los ambientes que habitan. Los adultos y las crias de L. kingii
mantuvieron su Tp alta y estable frente al desafio inmune (Duran et al. 2021 en

Prensa), mientras que los individuos de L. sarmientoi desarrollaron hipotermia frente
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a ese mismo desafio inmune (Duran et al. 2020) en concordancia con las
caracteristicas ambientales de cada especie (L. kingii, Te = 18.6 °C y L. sarmientoi, Te
=11.7 °C).

La respuesta de hipotermia frente a un desafio inmune en L. sarmientoi resulta
particularmente conveniente para las especies que viven en latitudes cercanas a los
polos, como el sur de la Patagonia, donde mantener una temperatura corporal 6ptima
representa un alto esfuerzo de termorregulacion y gasto energético (Carothers 1997;
Veblen et al. 2007; Stellatelli et al. 2020). La efectividad de la termorregulacion en L.
sarmientoi fue baja y coherente con un clima caracterizado por bajas temperaturas del
aire, fuertes vientos y grandes fluctuaciones de temperatura diarias y estacionales
(Ibargliengoytia et al. 2010; Ferndndez y Ibargiiengoytia 2012). En cambio, L. kingii
aunque también se comporte como un pobre o deficiente termorregulador, se
distribuye en ambientes con mayor oferta térmica. Esta especie ante un desafio
inmune eligié temperaturas estables y dentro del intercuartil de las Tp. En conclusion,
nuestros datos muestran que el LPS afecto la termorregulacion en forma diferente en

los individuos de las especies L. kingii y L. sarmientoi.

En el presente estudio se destaca la relevancia de comprender la capacidad de
las lagartijas para hacer frente a un desafio inmune mediante la termorregulacion
conductual, pero también se sefiala que tales demandas termorregulatorias,
dependen no soélo del estado de salud o la condicion corporal inicial de los individuos,
sino que, para llevar a cabo una respuesta inmune eficiente, dependen también de la
disponibilidad de temperaturas para la termorregulacion en su ambiente natural. Los
cambios ambientales causados por el impacto antropogénico, como el uso de la tierra
para la produccién animal o la extraccion de minerales, asi como el calentamiento
climatico, podrian desencadenar nuevas amenazas de patdgenos desafiando a las
poblaciones residentes y afectando en particular a las crias recién nacidas. El
conocimiento de la variabilidad en las respuestas inmunes de los reptiles podria ser

vital para proteger y conservar la biodiversidad.
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Abstract: The immune state 15 an essential component of survival as it directly influences physiological
performance and health status. Vanation in the leukocyte profile, a sigmificantly increase in body
temperature, and a detriment of the eco-physiological performance are among the possible consequences
of an unhealthy state. In this study we analyse and discuss how field body temperature, preferred body
temperature, the speed for spnnt and long runs, locomotor stamina, and body condition can be affected by
the immunological state (1.e. leukocyte profile) in a wild population of Liolaemus sarmentoi. Juveniles and
adult males with a high percentage of eosinophils, basophils, and a low percentage of monocytes preferred
higher body temperatures in a thermal gradient, while pregnant females maintained thermal preferences
independently of leukocyte profile. Although juveniles with a high percentage of heterophils showed less
locomotor stamina, adult males and pregnant females showed no differences in locomotor performance
in relation to leukocyte profile. This study represents a starting point in eco-immunology of a wild lizard
population of Liolaemus in cold and temperate environments of Patagonia where the southward shift in
the geographic ranges of pathogen populations due to global warming represents a threat to resident host
populations.

Key words: body condition, leukocyte profile, Liolaemus sarmientoi, locomotor performance,
thermoregulation.

INTRODUCTION resilience of populations (Graham et al. 2011). The
immune response depends on several factors such
as the type of pathogens, the body condition, and
body temperature of the host (Zimmerman et al.
2010). Non-specific defence components, such as
leukocyte mobility, lvmphocyte transformation,

The interplay between immune system responses
and phenotypic plasticity of physiological
performance related with fitness defines the
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Zimmerman et al. 2010). A diversity of vertebrates
enhance the immune system's capacity by changes
in body temperature (Rakus et al. 2017). Even
ectotherms, that depend on external heat sources,
modify their T, (Bernheim and Kluger 1976,
Kluger 1977, 1979) mitigating or neutralizing
an infection (Hallman et al. 1990, Deen and
Hutchison 2001, do Amaral et al. 2002, Merchant
et al. 2008). Vertebrate ectotherms and mainly
Lepidosaurs can use behavioural and physiological
thermoregulation mechanisms to modify T, and
optimize physiological performance within a
limited range of temperatures (TF; Carothers et
al. 1997, Ibargiiengoytia et al. 2010, Ferniandez
et al. 2011). The elevation of body temperature
via behavioural thermoregulation in response to
bacterial infections has been described in turtles
(Monagas and Gatten 1983), crocodiles (Merchant
et al. 2007), snakes (Bums et al. 1996) and lizards
(Muchlinski et al. 1989, Ortega et al. 1991).
Although immune function may benefit from
modified body temperature, in ectotherms the
energetic costs of immune responses and other
physiological demands, such as reproductive
output, and ultimately fitness, result in a balance
between the benefits accrued from the control of
body temperature and the costs of thermoregulation
(Hallman et al. 1990, Ortega et al. 1991, Merchant
et al. 2008). In many cases, when individuals
allocate resources to immune processes, they
may suffer a general decrease in body condition
(amount of energetic reserves stored as fat;
Peig and Green 2009, 2010) affecting overall
performance and the individual’s interactions
with environment. Locomotor performance is one
of the most relevant eco-physiological variables
since it affects the ability to disperse, to forage,
to socialize and to evade predators (Greenwald
1974, Bennett 1980, Christian and Tracy 1981).
Thus a decrease in speed for sprint and long runs,
and stamina could negatively affect individual
fitness, and ultimately, survival (Schall et al. 1982,
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Oppliger et al. 1996, Garrido and Pérez-Mellado
2013, Zamora-Camacho et al. 2014). During an
infection, the activity of the immune system is
costly in terms of the re-allocation of energetic
reserves as well as specific resources, such as
proteins and amino acids (Schmid-Hempel 2011).
The allocation of energetic reserves to the immune
response reduces the availability of energy for
other functions, such as reproduction, particularly
embryonic development in pregnant females
(Wang et al. 2014). For example, in Urosaurus
ornatus wound healing was approximately 30%
slower during the energetically taxing period of
vitellogenesis (French and Moore 2008). Hence,
there is a range of costly consequences impacting
behavioural and eco-physiological performance
in ectotherms whose avoidance is determined not
only by immune system responses, but also by
thermoregulatory efficiency (Deen and Hutchison
2001, Zamora-Camacho et al. 2016).

The immune system includes a series of white
blood cells (leukocytes) that recognize foreign
agents or pathogens and respond by phagocytosis
(cellular response), antibodies (humoral response),
and oxidizing agents or lysozymes (Wakelin and
Apanius 1997, Zimmerman et al. 2010). In this
regard, blood tissue can be assayed to provide
valuable information and diagnoses on the general
health of the animals (leukocyte profile and
haematological values such as haematocrit, total
counts of erythrocytes and haemoglobin), as well
as clear signs of pathology such as blood parasites
(Sykes and Klaphake 2008, Stacy et al. 2011).
Some of the leukocytes present in blood tissue are
important components of the innate or non-specific
immune system and are the first line of defence
against a foreign agent (Zimmerman et al. 2010).

The immunological function of leukocytes,
although varying among taxa, is similar in most
vertebrates (Davis et al. 2008). It is known that
in most organisms, a high concentration of stress
hormones (glucocorticoid hormones, such as

e20190055 217

133



FERNANDO DURAN et al.

corticosterone) alters the number of leukocytes in
circulation, increasing the number of heterophils
and decreasing lymphocytes (Davis et al. 2008). In
consequence, the heterophil:lymphocyteratio (H:L)
is frequently used as a proxy measure of stress.
Additionally, an infection causes an increase in the
number of circulating heterophils, which are the
first phagocytic cells to attack and absorb particles
and foreign organisms (Davis et al. 2004, 2010).
In the different avian and non-avian reptiles, the
heterophils are considered equivalent to mammalian
neutrophils because they exhibit the same immune
function (Stacy et al. 2011). The eosinophils are
associated with parasitic infections and modulate
the immune response by the secretion of chemicals
that promote phagocytosis, although the number in
circulation is typically low (Rothenberg and Hogan
2006). Basophils are involved in inflammation
and, when they are activated by an antigen, they
degranulate and release histamine (Campbell 1995).
Meanwhile, lymphocytes are related to a variety of
immunological functions such as immunoglobulin
production and modulation of immune defence
(Campbell 1996). Monocytes are also phagocytic
and may increase in circulation during infections
(Davis et al. 2004, Bonadiman et al. 2010). Finally,
azurophils are a type of leukocyte found mainly
in squamata that increase during infections and
protozoal blood parasitism (Salakij et al. 2002,
Stacy et al. 2011).

The genus Liolaemus is the most diversified
genus of the family Liolaemidae and has broad
latitudinal and altitudinal distribution, extending
from the Andes of Peru to Tierra del Fuego in
Argentina and Chile (from 10°S to 54° 30°S),
and from sea level to more than 5000 m above
sea level (m asl; Schulte et al. 2000, Aparicio and
Ocampo 2010, Aguilar et al. 2013). This genus
shows a wide variety of physiological responses
that accommodates the diversity of climates and
environments they inhabit (Ibargiiengoytia et al.
2008, Cruz et al. 2009, Medina et al. 2011, Corbalan
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et al. 2013, Moreno-Azdcar et al. 2013). However,
there are few studies of the immune system in
liolaemids (Ceballos de Bruno 1995) and there
are not previous studies about eco-immunology
in the genus. Liolaemus sarmientoi is a medium-
sized lizard (mean snout-vent length, SVL ___ -
76.90 £ 1.21 mm; SVL __ : 76.82 + 2.02 mm;
Ibargiiengoytiaetal. 2010), viviparous, omnivorous,
and saxicolous (Ce1 1986, Scolaro and Cei 1997).
They inhabit the central and southern regions of

al

Santa Cruz province, Argentina, reaching the Strait
of Magellan at the South (Breitman et al. 2014).
Liolaemus sarmientoi, together with the sympatric
Liolaemus magellanicus, are the southernmost
reptile species of the world. It shows the second
lowest mean field body temperature of liolaemids
(T, = 26.2 °C, Ibargiiengoytia et al. 2010), which
is lower than their optimal body temperature for
locomotor performance (Fernandez et al. 2011).

The aim of this study is to determine the
effects of the immune state on eco-physiological
traits impacting individual survival and viability of
a free-ranging population of the lizard Liolaemus
sarmientoi (Donoso-Barros 1973). In particular,
we estimate the percentages of heterophils,
eosinophils, basophils, lymphocytes, or monocytes
based on leukocyte profile (blood smear), and relate
them to body temperature in the field, preferred
body temperature, speed for sprint and long runs,
locomotor stamina, and body condition, all response
variables relate directly to fitness. We hypothesize
that the immunological state of lizards induces
changes in thermoregulation and a reduction in
locomotor performance. In particular, individuals
with a high percentage of leukocytes are expected
to show higher body temperatures and decreased
overall physiological performance. Finally, we
analyse constraints on thermoregulation imposed
by body condition and discuss the vulnerability of
a resident lizard population to pathogens.
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MATERIALS AND METHODS

STUDY AREAAND CAPTURED SPECIMENS

Field work was carried out in Santa Cruz province,
Argentina (51 °S, 69 °W; 109 m asl) in November
2011. The climate is cold-temperate, semiarid (Soto
and Vazquez 2001), dominated by sub-polar cold
and humid air masses with winds increasing toward
the south which contribute to aridity, a distinctive
feature of the Patagonian climate (Camilloni 2007).
Winds are very strong, with a mean speed of 37
km/h during spring and summer, and a maximum
speed during summer that reaches 120 km/h, which
results in ever-changing weather conditions. The
mean annual air temperature 1s 8,04 £ 1.37 °C
(ranging from 1.2 to 14.1 °C), but the mean air
temperature during the lizards’ activity period from
October to March is 12.1 £ 0.81 °C (Meteorological
Station in Rio Gallegos, Santa Cruz).

We captured 8 juveniles (all males), 14
adult males and 15 adult females (all pregnant)
of L. sarmientoi (N = 37) by hand or loop when
they were active between 0900 to 1900 hours.
Immediately after capture, the body temperature
(T,) was measured (TES 1303, £ 0.03 °C digital
thermometer) using a thermocouple (TES TP-KO01,
1.62 mm diameter) inserted approximately | c¢cm
inside the cloaca. The temperature measurements
were taken within 10 seconds of capture to prevent
heat transfer from the operator’s hands. Every
capture micro-site was geo-referenced (GPS data
3 m resolution, GARMIN), allowing us to return
lizards precisely after experiments. Capture
permit (No. 09/09) was obtained from the Wildlife
Delegation of Santa Cruz Province, Argentina.
Lizards care followed ASIH/HL/SSAR Guidelines
for Use of Live Amphibians and Reptiles, as well
as the regulations detailed in Argentinian National
Law No. 14346.

Laboratory experiments

We brought the lizards to the laboratory in
individual cloth bags. Lizards were kept in a quiet
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place, handled carefully, and all experiments
were performed individually to avoid behavioural
interference among individuals and to minimize
stress. Experiments were performed during their
natural daily activity period (0900 to 1900 hours)
and within 48 hs after capture. First, each lizard
performed the thermoregulation trial (2:30 hs
duration) followed by at least 2 hs rest before the
running trial which lasted < 15 min. Each lizard
then rested at least 2 hs before the 30 min stamina
trial. Immediately after the stamina trial, a blood
sample was taken and the SVL and body mass were
measured. After the experiments, each lizard was
released at their capture site using GPS.

PREFERRED BODY TEMPERATURE

Lizards were placed individually in open-top
terraria with 24 individual tracks (100 x 25 x 15
cm) made of medium density fiberboard wood
(MDF; in walls and substrate). A thermal gradient
was created in each track using a heating lamp (75-
W, full spectrum). Aluminium foil covered the hot
end of each track and around the heating lamp so as
to concentrate the heat in the track and to minimize
heat loss to surroundings during the experiment.
In this set up, we achieved a thermal gradient of
17 to 45 °C along each track. The temperature
gradients were continuously monitored during the
experiment using a thermometer (TES 1303, +0.03
°C digital thermometer). The terraria did not contain
any special substrate, shelter, water or food during
experiments in order to offer the individuals the
possibility to behaviourally choose their preferred
temperature without any distractions. The body
temperature of each lizard was measured using
an ultra-thin (0.08 mm) catheter thermocouple
inserted approximately 1 ¢m inside the cloaca and
fastened to the base of the tail, which allowed the
normal movement and behaviour of the lizards
(Ibargiiengoytia et al. 2010). The other end of each
probe was connected to a Data Acquisition Module
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(USB-TCO08, OMEGA) which automatically
recorded body temperatures simultaneously at 1
min intervals. The lizards, with thermocouple
probes attached, were placed in the thermal
gradient and allowed to acclimatize and to recover
from manipulation for 20 min after which their T,
was recorded continuously for 2 hs (according with
the methodologies of Ibargiiengoytia et al. 2010,
Paranjpe et al. 2013). The mean temperature [Tmr),
minimum value (Tp wrmin)> @nd the maximum value
(T et ma) Were obtained for each lizard and used to

relate them to their leukocyte profile.

LOCOMOTOR PERFORMANCE

Before the sprint and long runs (SR and LR
respectively) and locomotor stamina experiments,
the lizards were maintained 30 min at the mean
T for the species (34.4 £ 0.28 °C; Ibargiiengoytia
et al. 2010) in a terrarium (35 x 20 x 20 cm)
conditioned with 75-W incandescent bulbs. The
body temperature (T,) was measured using a
thermocouple inserted approximately 1 cm inside
the cloaca connected to a digital thermometer
(TES TP-KO01, 1.62 mm diameter and TES 1303,
+ 0.03 °C, respectively). In all experiments (SR,
LR and stamina), lizards were encouraged to
run by touching them on their hind legs or tail
gently in order not to interfere with the locomotor
performance.

Speed for sprint and long runs

The speed for sprint and long runs was calculated
for each lizard as V, = d /1, where d is the distance
between the first and the last sensor (1.05 m) and ¢
is the elapsed time between sensors. Running trials
were conducted in the laboratory maintained at
temperatures near the mean T__ (T,  =32.81
+ 0.33 °C) on a racetrack (0.07 m width, 1.20 m
length), with cork as a substrate, and a shelter at
one end. The speed of the race was measured using

eight infrared photoreceptors positioned at 0.15
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m intervals to sense lizard motion. The racetrack
was connected to a computer. During analysis,
each run was broken into a sprint-run component
(SR; first 0.15 m section), indicative of the fright
reaction, and secondly, a long-run component (LR;
0.15-1.20 m), indicative of locomotor capacity of
the lizard to perform activities such as foraging,
territorial defence and courtship. Each lizard ran
three consecutive times and only the maximum
run speed of the three runs performed for either
SR or LR by each lizard was used in analyses.
We followed the methodologies used before for
L. sarmientoi (Fernandez et al. 2011) and other
Liolaemus (Kubisch et al. 2011).

Locomotor stamina

We measured the locomotor stamina on a 0.5 km/h
treadmill following the methodology of Sinervo
et al. (2000). Stamina was defined as the time
spent running on the treadmill before exhaustion,
indicated by the inability of individuals to right
themselves when placed on their back (Sinervo
and Huey 1990, Sinervo et al. 2000). Lizards ran
at the mean Tp'cr (T, \oomotor stamina — 34-36 £ 0.08 °C),
and the temperature was maintained with a 75-W
incandescent bulb mounted over the track (Sinervo
et al. 2000).

BODY MEASUREMENTS AND SEX
DETERMINATION

Snout-vent length (SVL, Vernier calliper + 0.01
mm) and body mass (BM, 50-g Pesola” spring scale,
+ 0.3 g) of each specimen were registered. Sex was
determined by the presence of pre-cloacal glands in
males. Adults were defined as individuals of SVL >
57.2 mm in females (Ferniandez et al. 2015) and >
63.2 mm in males (Fernandez et al. 2017a).

BODY CONDITION INDEX

For the estimation of body condition, we calculated
the scaled mass index (M) of each individual as
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an estimator of stored (fat) energy (sensu Peig and
Green 2009, 2010) as:

M =M x [SVL /SVL] "™

where M and SVL are the mass and SVL of the
individual, SVL is the arithmetic mean SVL of the
population, and 5*** exponent is the standardized
major axis slope from the regression of In mass on
In SVL for the population (Peig and Green 2009,
2010). The »**"*exponent was calculated using the
package ‘lmodel2’ (Legendre 2015) in R (R Core
Team 2015). We calculated the M of each juvenile
and adult male; adult females were excluded from
the analyses since they were all pregnant.

Blood smears

At the end of the experiments and at ambient
temperature (20 to 25°C), we prepared a smear
on a glass slide from a tail blood sample of each
individual. The blood smear was stained with
May-Griinwald Giemsa (Biopack®) that highlights
granulations and improves staining of erythrocytes
(Martinez-Silvestre et al. 2011). Blood smears were
used to determine leukocyte profiles (expressed
as a percentage of each type of white blood cell),
following a manual counting method known
as “greek guard” in which the observer picks
randomly a field and moves the slide from top to
bottom and from left to right through different fields
until 100 leukocytes are counted. Leukocytes were
classified as heterophils, eosinophils, basophils,
lymphocytes, monocytes, and azurophils using
the categories for reptiles (Stacy et al. 2011). The
H:L was also calculated. Azurophils were not
included in the subsequent analysis because they
were found in only one smear (an adult male). The
blood smears were analysed by only one observer
(FD) under an optic microscope (Olympus® BX51,
America Inc., Melville, NY, USA; 1000X with
immersion oil) equipped with a camera (TUCSEN®
DigiRetinal6; 16mp CMOS sensor). A subsample
of 21 smears of juveniles (N = 6), males (N =7)
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and females (N = 8), were randomly chosen to
photograph and measure the diameter of each
type of leukocyte (pm), using the open-source
image-analysis software program ImageJ 1.51n/
Fiji (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA). Each leukocyte measurement was the mean
of the measurements of each smear obtained for
each individual in order to avoid pseudoreplication.

Statistical analyses

The differences in the percentages of heterophils,
eosinophils, basophils, lymphocytes, monocytes
and H:L among juveniles, adult males and pregnant
females were analysed using either Analysis of
Variance (One-Way ANOVA) or Kruskal-Wallis
and Dunn’s non-parametric tests (as posteriori;
SPSS 17.0® or Sigma Stat 3.5® software). The
effect of SVL on all variables was analysed using
simple regression. For those variables that showed
a significant dependence on SVL, we obtained
the residuals using SPSS 17.0® and replaced the
original variables (residuals of T . . in adult
males, and the residuals of stamina in pregnant
females were obtained).
The effects of the leukocyte profileon T, T .
oretmin® Lprermane SPEEM for sprint and long runs, and
stamina of juveniles, adult males, and pregnant
females were analysed by Multiple Stepwise
Regression (SPSS 17.0®). R (R Core Team 2015)
was used to obtain the body condition index. The
relationships of body condition of juveniles and
adult males to the leukocyte profile were analysed
by Multiple Stepwise Regression. The relationship
between the physiological variables (T, T . T
min® Lpret mane SP€€ for sprint and long runs, and
stamina), with either body condition or H:L were
analysed using Linear Regression (all regressions
were performed with SPSS 17.0®). The mean
body condition of juveniles and adult males were
compared using t-test. The assumptions of normality
and homogeneity of variance for parametric
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procedures were checked using Kolmogorov-
Smirnov and Levene’s tests, respectively (Sokal
and Rohlf 1969) with SPSS 17.0® and Sigma
Stat 3.5®. Figures were created using Sigma Plot
10.0®. Means are given with standard errors (+ 1
SE).

RESULTS

DESCRIPTION OF WHITE BLOOD CELLS AND
LEUKOCYTE PROFILE

The most frequent cells were lymphocytes, and
the second most frequent were heterophils. The
abundances of other cell types (eosinophils,
basophils, and monocytes) were much lower (Table
I). The heterophils exhibited a medium size (mean
11.5940.22 pm, ranging from 8 to 17 pm, measured
on 70 cells from n = 15 lizards, measuring 4 or 5
cells per lizard). Heterophils exhibited a round and
eccentric bilobed nucleus with clear cytoplasm fill
with oval or elongated granules of bright pink-
orange coloration (Figure 1a). The eosinophils were
more variable in size than heterophils (mean 16.71
+ 0.41 pm, ranging from 12 to 22 pm, measured
on 30 cells from n = 17 lizards, measuring 1 or 2
cells per lizard). Eosinophils exhibited an eccentric
nucleus with a clear cytoplasm, and show spherical
pink granules (Figure 1b). Basophils usually
exhibited a medium size (mean 10.57 = 0.49 pm,
ranging from 7 tol7 pm, measured on 30 cells from
n= 14, measuring 1 or 3 cells per lizard). Basophils
were characterized by the presence of a pale purple
cytoplasm and by the presence of abundant darkly
basophilic granules that cover the nucleus (nucleus
not distinguishable; Figure 1c). Lymphocytes were
small agranulitic cells (mean 7.23 + 0.18 pm,
ranging from 5 to 11 pm, measured on 70 cells from
n = 15 lizards, measuring 4 or 5 cells per lizard)
characterized by the presence of a high nucleus-to-
cytoplasm ratio with basophilic cytoplasm (Figure
1d). Only one monocyte was photographed and
measured; it exhibited a medium size (11.68 pm),
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characterized by a round, oval or bilobed nucleus,
and an abundant pale blue-grey cytoplasm (Figure
le). Finally, azurophils were similar to monocytes,
and exhibited a medium size (mean 11.98 +
0.38 pm, measured on 3 cells from n = 1 lizard),
characterized by having a central nucleus, usually
rounded or oval, with high nucleus-cytoplasm ratio
and with little azurophil granules dispersed in the
cytoplasm (Figure 1f).

Comparison of leukocyte profile in juveniles, adult
males and pregnant females

Juveniles exhibited more basophils than pregnant
females, but were not different than adult males,
and there was no difference between adult males
and females (Kruskal-Wallis, H, = 8.146, p =
0.017; Dunn’s Method, Qj“mm o fomader 2755, p<
0.05; Qmafe.'r vs juveniles 2.146, P> 0.05; Qmafe.v vs females
=0.686, p = 0.05; Table I). Juveniles, adult males,
and pregnant females did not show differences
in the percentage of heterophils, eosinophils,
lymphocytes, and monocytes (p > 0.05; Table I).
The H:L did not differ in the juveniles, adult males,
and pregnant females (Kruskal-Wallis, H, = 1.497,
p = 0.473; Table I), and in consequence, they were
pulled together to determine the relationship of
the thermophysiology and locomotor performance
with the H:L (see below).

Relationship of the body condition,
thermophysiology, and locomotor performance,
with the leukocyte profile

Means or medians of thermophysiology variables,
locomotor performance, and body condition with a
descriptive purpose for juveniles, adult males, and
pregnant females are shown in Table 1I. The body
condition of juveniles and adult males did not differ
(z-test, t,, = -0,140, p = 0,890). In consequence,
juveniles and adult males were pooled in the
subsequent analyses. Body condition did not show
a significant relationship with leukocyte profile
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Figure 1 - Selected photographs of six types of leukocytes found in Liolaemus sarmientoi. Granulocyte cells: heterophil (a),
eosinophil (b), and basophil (c); mononuclear cells: lymphocyte (d) and monocyte (e); and azurophil (f) are indicated. May-

Griinwald Giemsa stain. Bars = 10 pm.

(Multiple Regression Stepwise, F, , = 0.77, r’=
0.154, p = 0.558; the lymphocytes were excluded
from the model because of collinearity).

In juveniles, the only two physiological
variables that showed a relationship with the
leukocyte profile were the T . which increased
with the number of basophils (Multiple Regression
Stepwise, F, ,=7.208, = 0.546, p = 0.036; Figure
2a, Table III), and the stamina, which decreased
with the linear combination of the heterophils and
eosinophils (F, , = 5.859, * = 0.701, p = 0.049;
Table III). The T,, Y N K and speed for sprint
and long runs did not exhibit a relationship with the
leukocyte profile (Multiple Regression Stepwise, p
> (.05; Table III).

In adult males, the Tprcfmax increased with the
number of basophils (F, ,, =33.859, % =0.755, p=
0.001; Figure 2b, Table III) and the Tpm showed a
positive relationship with the number of eosinophils
and basophils, and a negative relationship with
monocytes (Multiple Regression Stepwise, F.

3,12

= 17.86, ¥ = 0.859, p = 0.001; Table III). The
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T, T speed for sprint and long runs, and

stamina of adult males did not exhibit a significant

pref min®

relationship with the leukocyte profile (Multiple
Regression Stepwise, p > 0.05; Table III). Pregnant
females did not show a relationship between the
physiological variables (T, T . T T

pref®  pref min® * pref max,

speed for sprint and long runs, and stamina) and the
leukocyte profile (Multiple Regression Stepwise, p
> (.05; Table I1I).

Effects of body condition and the relationship H:L

on thermophysiology and locomotor performance

The physiological variables analysed (T,, Top

et min®. L et e speed for sprint and long runs, and
stamina) did not show a significant relationship
with body condition (Linear Regression, p > 0.05;
Table IV). The physiological variables analysed
(Tb’ Tpml’ Tpmf min’ T
runs, and stamina) also did not show significant
relationships with the H:L (Linear Regression, p >

0.05; Table IV).

oret mas SPEA for sprint and long
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TABLE II
Mean (+ standard error) or median (when data did not have a normal distribution), and sample size (V) of physiological
variables measured for Liolaemus sarmientoi: snout-vent length (SLV, mm), body mass (BM, g), body temperature (T,

*C), preferred body temperature (T pret® 2C), minimum preferred body temperature (T

pretemin 2C), maximum preferred

body temperature (T : °C), short run (SR; m/s), long run (LR: m/s), and locomotor stamina (s) of juveniles, adult

profemay”

males, and pregnant females, and body condition index of juveniles and adult males.

Physiological variables Juveniles Adult males Pregnant females
Mean (£5E) N Mean (£5E) N Mean (£SE) N
SVL 54.97 (1.47) 8 80.12 (1.69) 14 77.32 (1.64) 15
BM 4.61 (0.37) 8 14.64 (0.81) 14 12.33 (0.99) 15
T, 26.40 (2.49) 6 27.44 (1.56) 13 27.99 (1.03) 15
et 34.09 (0.29) 7 34.29(0.34) 13 33.54 (0.19) 15
prefemin 20.89 (0.85) 7 28.98 (0.65) 13 29.47 (0.70) 15
prefomas 38.11 (0.31) 7 37.94(0.49) 13 36.69 (0.40) 15
SR 0.98 (0.18) 8 0.85 (0.16) 14 0.99(0.10) 15
LR 1.17 (0.19) 8 1.25(0.10) 14 L.10(0.07) 15
Locomotor stamina 240.89 (31.62) 8 440.41 (76.20) 14 254.17 (30.35) 15
Body condition 9.97 (0.45) 8 10.04 (0.27) 14

DISCUSSION

The differences in the percentage of certain
leukocytes among genera, species or individuals
can be related to both extrinsic and intrinsic
variables. For example, differences in abundance
of certain leukocytes among seasons (Sandmeier
et al. 2016), before and after hibernation (Sykes
and Klaphake 2008, Stacy et al. 2011), and also
in neonates (Brown and Shine 2016, 2018) have
been described. Leukocytes vary widely among
different vertebrate groups, and within squamata,
in the abundance and morphology of granules,
in the cytochemical staining patterns, and in the
relative occurrence in the peripheral blood (Stacy
et al. 2011). Most studies only report the variation
in the proportion of the different leukocyte cells,
but in general do not discuss the possible causes
or eco-physiological costs. For example, healthy
freshwater turtles (Graptemys gibbonsi) in

An Acad Bras Cienc (2019) 91(4)

captivity can show a high percentage of basophils
(up to 50%) of the total leukocytes in comparison
with other reptiles (Perpifian et al. 2008). In
contrast, a predominance of heterophils in the
leukocyte profile was reported in crocodiles, like
Crocodylus palustris (Stacy and Whitaker 2000)
and Caiman crocodilus (Rossini et al. 2011), in the
marine turtle Caretta caretta (Casal et al. 2009),
and in some lizards like Uromastyx spp. (Naldo et
al. 2009). The only study in Liolaemus provided a
description of a high proportion of heterophils in
Liolaemus wiegmannii (Ceballos de Bruno 1995).
However, in the lizards Pogona vitticeps (Eliman
1997), Leiolepis belliana rubritaeniata (Ponsen et
al. 2008), Ctenosaura melanosterna (Davis et al.
2011), and in some species of the genus Podarcis
and Algyroides (Sacchi et al. 2011), lymphocytes
were the most abundant cells in the leukocyte
profile. In Liolaemus sarmientoi, the percentage
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Figure 2 - Significant relationships in the regression analyses among variables related with thermoregulation: mean
maximum value (Tmrm) preferred body temperature versus percentages of basophils (®) of Liolaemus sarmientoi.
Linear regression (solid line) and their 95% confidence intervals (dashed lines) of T versus basophils in juveniles
(a) and adult males (b).

pref max

TABLE I1I
Multiple Regression Stepwise of body temperature (T, °C), preferred body temperature {Tm'; “C), minimum preferred
body temperature (T pretemin® 2C), maximum preferred body temperature (T et 2C), short run (SR; m/s), long run (LR;
m/s), and locomotor stamina (s) versus leukocyte profile of juveniles, adult males, and pregnant females. Regression
coefficients, correlation coefficient (), and p values are indicated. The asterisk (*) indicates when residuals between the

snout-vent length (SVL) and T _or stamina were used. Significant p values are indicated in bold.
pref min

Leukocyte profile

Juveniles P Adult males p l;:ﬁ::r ';t P
T, coefficients F, =348 0.231 F,,=0.19 0.933 F, =060 0.666
¥ 0.839 0.090 0.196
T, . coefficients F =071 0.594 F,,=17.86 <0.001 F,.=134 0.319
— 6.84 <0.001
(... =463  0.001
! ooy = 3-88 0.004
e 0.348 0.856 0.350
pret min coefficients F,,=057 0.660 F,,=203* 0.183 F,.,=134 0.320
r 0.302 0.504 0.349
T otom coefficients F =120 0.036 F,,=33.85 <0.001 F, =196 0.176
1 gt — 268 0.036 L gt — 5-81 <0.001
s 0.545 0.755 0.440
Sprint run (SR)  coefficients F,,=155 0.332 F, ;=183 0.206 Fl =218 0.144
¥ 0.538 0.449 0.418
Long runs (LR) coefficients F,,=0.69 0.604 F, ;=050 0.733 F, =068 0.621
s 0.341 0.183 0214
Stamina coefficients F,,; =585 0.049 F, ;=037 0.822 F, .= 1.83% 0.206
1= -2-88 0,034
! i — 218 0.080
r 0.701 0.142 0.450
An Acad Bras Cienc (2019) 91(4) e20190055 11|17

142



FERNANDO DURAN et al.

of lymphocytes and heterophils were similar to
those recorded for other reptiles, such as lizards
and snakes (70-80% of lymphocytes, and 15-40%
of heterophils; Martinez-Silvestre et al. 2011,
Stacy et al. 2011), while eosinophils, basophils and
especially monocytes and azurophils were scarce.
In particular, the basophil percentages varied
between juveniles and pregnant females.

In cold temperate environments, the attainment
of optimal temperatures for physiological
performance to fight an infection poses a challenge
for species like L. sarmientoi because the harsh
environment offers few microenvironments to raise
body temperatures near their T (Ibargiiengoytia
et al. 2010, Fernandez et al. 2011). Liolaemus
sarmientoi thermoregulation and locomotor
performance varied according to the leukocyte
profile of individuals, suggesting a physiological
adjustment to enhance the immunological response
to infection, disease, or stress. Lizards selected high
temperatures (T and T ) when harbouring
high counts of some leukocytes (eosinophils or
basophils) related with innate immune responses,
suggesting they can improve phagocytic activity by
thermoregulation. In particular, juveniles responded
by preferring warmer temperatures while showing
a high percentage of basophils, as did adult males
exhibiting high percentage of eosinophils and
basophils, and low percentage of monocytes. In
contrast, pregnant females of L. sarmientoi did not
show a relationship between the leukocyte profile
and preferred temperatures in laboratory (T . T

, or Tmfm“).

There is a balance between improving
the immune response and the advantages of
homeostasis during embryonic development
(French and Moore 2008). In nature, L. sarmientoi
lizards are exposed to a mean air temperature of
12 °C during most of the activity season (spring
and summer) but they can reach a mean T, of 27.5
+ 0.84 °C by active thermoregulation in the field.
However, this T_is well below the Tmfse]ected in

mi
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laboratory (33.9 = 0.16 °C, present result). This
constraint is corroborated by previous work on
another population of the same species (T, = 26.2
+ (.55 °C; T o= 344 + 0.28 °C; Ibargiiengoytia
et al. 2010) and on other liolaemids from cold
environments (Medina et al. 2011, Moreno Azdcar
et al. 2013). The low T, registered in lizards that
inhabit cold temperate environments is interpreted
as a way to allow pregnant females to maintain
stable T, thereby benefitting offspring fitness
(L. pictus, Ibargiiengoytia and Cussac 2002, L.
sarmientoi, Fernandez et al. 2017b) according to
the maternal manipulation hypothesis that explains
the evolution of viviparity (Shine 1995, 2004). In
particular, pregnant females of L. sarmientoi could
be constrained from a thermoregulatory response
to infection because higher and more variable
temperatures have been shown to be detrimental
for embryonic development and survivorship
(Fernandez et al. 2017b). Previous studies on
this species show that pregnant females maintain
a narrower range of T_ than the rest of the
population, providing a stable thermal environment
for their offspring during gestation, and ensuring
high aptitude after they are born (Fernandez et
al. 2017b). Even though our study is preliminary,
the preference for higher temperatures by only
juveniles and males of L. sarmientoi with increased
percentage eosinophils or basophils suggests that
they could employ behavioural fever, unlike gravid
females.

In addition, there is a physiological trade-
off between the benefits of enhanced immune-
system performance and consumption of stored
energy which could otherwise be used for growth,
reproduction, or the maintenance of body condition
(Smith and French 2017). Immunity, like all
other physiological processes, requires adequate
energy to maintain optimal functioning (Demas
2004). Individuals with poor overall physiological
and energetic state (low body condition index)
are more susceptible to infections or parasites
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TABLE IV
Linear Regression of body condition index (in pooled data of juveniles and adult males) and heterophil:lvmphocyte ratio
(H:L; in pooled data of juveniles, adult males, and pregnant females). Coefficients, correlation coefficient ('), and p values
are indicated.

Body condition H:L
(uveniles and adult males) (juveniles, adult males and pregnant females)
coefficients P 4 coefficients s P
T, F, =025 0.015 0.622 F, ., =034 0.026 0.365
T, . F,,=038 0.019 0.542 F =159 0.045 0.216
T tin F,,=424 0.183 0.053 F, ;=146 0.041 0.234
. F ,,=0.08 0.004 0.779 F =129 0.037 0.263
pref max 2
Sprint run (SR) F,,=1.09 0.052 0.309 F =269 0.071 0.110
Long runs (LR) F,, =166 0.077 0.212 F, =095 0.027 0.334
Stamina F, =077 0.037 0.389 F, =038 0.011 0.541

(Merchant et al. 2008). For example, lizards
with low body condition could be limited in their
ability to increase their T, to counteract pathogens
because of the energy costs of maintaining high T,
(Romanovsky and Szekely 1998). This is the case
of the juvenile green iguanas (Jguana iguana) with
low energy reserves (poor body condition) which
developed hypothermia as a defence strategy when
they were infected with LPS (lipopolysaccharide
of the cell wall of Escherichia coli) to conserve the
individual’s energy reserves (Deen and Hutchison
2001). The same result was described in green
anoles (Anolis carolinensis; Merchant et al. 2008).
In our observations of free-ranging L. sarmientoi,
body conditions of juveniles and adult males were
similar, and they did not show any relationship
with thermal biology, locomotor performance, or
leukocyte profile, suggesting that the actual body
condition of L. sarmientoi would not prevent
lizards from modifying their body temperature
(i.e., elevating T_ ) to improve immune system
performance if needed.

Infected or unhealthy states not only lead to a
change in the blood-cell profile (Schall et al. 1982,
Zamora-Camacho et al. 2014), but could also affect
much of the general physiological homeorhesis of
the individual (sensu Balon 1990), as evidenced

An Acad Bras Cienc (2019) 91(4)

by the reduction of efficiency of eco-physiological
variables such as locomotor performance. For
example, the lizards Podarcis lilfordi exhibited
faster sprint speeds and had a better body
condition when they were uninfected or had low
blood parasite loads (Garrido and Pérez-Mellado
2013). Also, males of Psammodromus algirus
lizards inoculated with LPS diminished sprint
speed, whereas infected females did not (Zamora-
Camacho et al. 2014). In our study, the locomotor
performance (speed for sprint and long runs, and
stamina), in both adult males and pregnant females
were not related to the immune state (measured
here as the leukocyte profile). However, in juveniles
the capacity to run for long periods (stamina) was
reduced in individuals that had a high percentage
of heterophils. The reduction of locomotor stamina
of juveniles could affect vital activities including
predator avoidance and dispersal, pointing out
their vulnerability in the population under infection
(associated with presence of heterophil cells; Stacy
et al. 2011) or stress episodes (which can also
decrease lymphocytes; Davis et al. 2008).

The great variety of pathogens exerts strong
selection pressures on their hosts, and affects
variables intimately linked with biological
adaptation and fitness, such as thermoregulation
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and physiological performance (Graham et al.
2011, Zamora-Camacho et al. 2014). Thus, lizards
can exhibit a great variability in the magnitude and
efficiency of the immune response, finding a balance
between the activation of the immune defence
and the associated costs of thermoregulation and
energy expenditure as a consequence of the higher
T,. The result of this balance generates differences
in the magnitude of the defence deployed and is
under strong adaptive pressure (Schmid-Hempel
2011). The cold temperate environments of
Patagonia represent a potential thermal refuge
for northern lizard populations under a global
warming scenario (Piantoni et al. 2016), but
infections by new colonizing bacteria, parasites
and viruses represent a threat for resident lizard
populations (Cahill et al. 2012). Nevertheless, it is
expected that host populations in cold-temperate
environments could benefit by the reduction in
costs of thermoregulation (Piantoni et al. 2016,
Fernandez et al. 2017b) and may therefore have
more opportunities to increase body temperatures
to improve immune defence responses. Juveniles
are probably the most vulnerable in the population,
since a reduction in locomotor stamina could affect
their ability to disperse and to evade predators
(Main and Bull 2000, Civantos et al. 2010).
Former studies on Liolaemidae from Patagonia
discussed the efficiency in thermoregulatory
behaviour in relation to the availability of thermal
microenvironments (Medina et al. 2011, Duran
et al. 2018), refuges (Duran et al. 2018), the
condition of pregnancy (Ferndndez et al. 2017b),
and feeding habits (Ibargiiengoytia et al. 2008), but
this study represents a starting point that provides
background information on the leukocyte profile
and body condition of a wild lizard population
of L. sarmientoi, and the first evidence of how
immunological state influences thermoregulatory
behaviour and locomotor performance in the genus

Liolaemus.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: In ectotherms, the likelihood of surviving an infection is determined by the efficiency of thermoregulation, the
Liolagmus sarmierttol availability of a variety of thermal microenvironments, the individual's health status, and the virulence of the
lipD‘FHJ'ySaCd‘IaI.I']'dI: infective agent. Physiological and behavioral demands related to an efficient immune response entail a series of
::‘;'::T:;::::m costs that compete with other vital activities, specifically energy storage, growth, reproduction, and maintenance
Infection functions. Here, we characterize the thermal biology and health status by the presence of injuries, ectoparasites,
Hypothermia body condition, and individual immune response capacity (using phytohemagg]ulmln in a skin-swelling assay) of

the southernmost lizards of the world, Liol sarmientot, ic to a sub-optimal, cold environment in
Patagonia, Argentina. In particular, we study the effect of a bacterial endotoxin (lipopolysaccharide; LPS-
treatment) on thermoregulation. We found that the field-active body temperature (Tp) was much lower than
the preferred body temperature (T,) obtained in the laboratory. All the individuals were in good body condition
at the beginning of the experiments. The phytohemagglutinin test caused detectable thickening in sole-pads at 2
hand 24 h posl assay in males and non-pregnant females, indicating a significant innate immune response. In the
experi 1 chall , the individuals tended to prefer a low body temperature after LPS-treatment (2
h post-injection) and d.eveloped hypothermia, while the control individuals injected with phosphate buffered
saline (PBS), maintained their body temperature throughout the trial. In both the LPS-treatment and PBS-control
individuals, BC declined during the experiment. Hypothermia may allow this southernmost species to optimize
the use of their energetic resources and reduce the costs of thermoregulation in a cold-temperate environment
where they rarely attain the mean T, (35.16 °C) obtained in laboratory.

1. Introduction

In ectotherms, selection of microhabitats to attain optimal body
temperatures for physiological demands is relevant since it directly in-
fluences growth (Angilletia et al., 2004), reproduction (Ferndndez et al.,
2015, 2017), digestion (Plasman et al., 2019) and the effective activa-
tion of the immune system (Kluger, 1986; Evans et al, 2015; Duran
et al.,, 2019), among other functions. Ectothermic vertebrates regulate
body temperature primarily by behavioral thermoregulation when
exposed to spatial and temporal variation in ambient heat sources
(Belliure and Carrascal, 1998). In particular, reptiles tend to keep their
body temperature in a range close to their thermal preference (Tp)
assumed to represent the body temperature that optimizes physiological
performance of many enzymatic reactions (Sinervo, 1990; Herlz, 1993;
Seebacher and Franklin, 2005). Nevertheless, the attainment of Tp de-
pends mainly on the availability of a range of thermal
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microenvironments for thermoregulation that narrows at higher lati-
tudes and altitudes (Graae et al., 2012; Zamora-Camacho et al., 2015).

Maintaining body temperature to optimize physiological functions
can be energetically costly (Bennett and Ruben, 1979; Alford and Lut-
terschmidt, 2012; Brewster et al., 2013) and partially dependent on
body condition (Deen and Hutchison, 2001). In particular, the produc-
tion of fever by behavioral thermoregulation in response to an infectious
pathogen, functioning to minimize the impact of the infection (reviewed
in Rakus et al., 2017), sometimes may be detrimental to the individual
due to the high energetic requirements that it entails (Romanovsky and
Szekely, 1998; Deen and Hutchison, 2001). Indeed, thermoregulation
can be modelled as pathogens exerting selectiun pressures on their hosts
{Graham et al., 2011; Zamora-Camacho et al., 2015).

The attainment of high body r.emperamres (Ty,) entails greater time
spent basking in detriment to other social functions such as territorial
defense or courtship (Vicenzi et al., 2019) and results in higher energy

Received 11 May 2020; Received in revised form 20 August 2020; Accepted 21 August 2020

Available online 26 August 2020
0306-4565/2 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

150



F. Dusran et al

expenditure as metabolic rates increase with T, (Angilletta, 2001; Gil-
looly et al., 2001). Therefore, the costs of raising body temperature may
outweigh the immunological benefits of fever prompting lizards to
instead, save energy by displaying a hypothermic response to combat
the pathogen (Paranjpe et al., 2014; Zamora-Camacho et al., 2016;
Megia-Palma et al., 2020). However, the hypothermic response may
depend on the availability of appropriate thermal mierohabitats and the
evolutionary history of the species investigated (e.g, Bernheim et al.,
1978). Thus, hypothermia constitutes a response aimed at energy con-
servation and, as such, is beneficial under the conditions of a substantial
energy deficit (Romanovsky and Szekely, 1998; Romanovsky et al.,
2005).

Hypothermia is known to be an important adaptive response that
protects vital organs during episodes of metabolic trauma caused by
infections and, at the same time, decreases the physiological perfor-
mance of the pathogen (Romanovsky and Székely, 1998; Deen and
Hutchison, 2001; Peterson et al.,, 2003). Both fever and hypothermia,
therefore, can be considered as evolutionary stable strategies to fight
infections that can be energy-context dependent (Romanovsky and
Szekely, 1998). Experiments in which the administration of a bacterial
endotoxin (lipopolysaccharide, LPS) has resulted in changes in ther-
moregulatory behavior and systemie inflammation have been reported
for a wide variety of ectothermic vertebrates including fish (Reynolds
et al., 1978), amphibians (Bicego-Nahas et al., 2000; Moretti et al.,
2018), and reptiles (Merchant et al., 2008; Goessling et al., 2017).

The general health status of individuals in a population is an
important factor that will directly influence the host response as fever
versus hypothermia (Romanovsky and Szekely, 1998; Deen and
Hutchison, 2001). Health status can be quickly evaluated by observing
certain parameters such as body condition (Peig et al., 2010), ectopar-
asite load (e.g., skin mites; McCallum and Dobson, 1995; Hamstra and
Badyaev, 2009), and the inflammation response to the Phytohemag-
glutinin (PHA) skin swelling-assay (Tylan and Langkilde, 2017). The
cellular reaction caused by PHA elicits an innate immune response
(Smits et al., 1999; Svensson et al., 2001; Clulow et al., 2015) and an
inflammation that is measured as a standard immunocompetence index
(Zimmerman et al., 2010).

The genus Liolaemus is the most diversified genus of the family Lio-
laemidae and has a broad latitudinal and altitudinal distribution,
extending from the Andes of Peru to Tierra del Fuego in Argentina and
Chile (from 10°S to 54° 30'S), and from sea level to more than 5000 m
above sea level (m asl) (Schulte et al., 2000; Aparicio and Ocampo,
2010; Aguilar et al., 2013). This genus has evolved behavioral and
physiological mechanisms to live in a great diversity of environments
and endure climatic challenges (Pearson, 1954; Pearson and Bradford,
1976; Ibargiiengoytia et al., 2008; Medina et al., 2011; Moreno-Azdcar
et al., 2013).

The aims of this study are: 1) to characterize the thermal biology and
health status of L. sarmientoi, and 2) to determine the effects of injection
of a bacterial endotoxin (lipopolysaccharide; LPS) on thermoregulation
and on body condition in adult males, non-pregnant females, and post-
partum females. Results are discussed in relation to the availability of
temperatures in the environment suitable to fight pathogen infections.
We hypothesize that because L. sarmientoi inhabits low-temperature
environments, they will respond to a potential experimental infection
with hypothermia rather than fever. We predict that infected lizards in
laboratory will select lower body temperatures than non-infected in-
dividuals and the magnitude of this effect will be enhanced by poorer
initial body condition, particularly in post-partum females.

2. Materials and methods

2.1. Study area, species and active-field body and environmental
temperatures

The study was carried out in southern Santa Cruz Province,
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Argentina (51°5, 69°0; 109 masl) during the activity season in early
January 2018. The climate is cold-temperate, semi-arid (Soto and
Vazquez, 2001), dominated by sub-polar cold and humid air masses with
high wind velocities, especially farther south, which contribute to
aridity, a distinctive feature of the Patagonian climate (Camilloni,
2007). Winds are very strong, with a mean speed of 37 km/h during
spring and summer, and a maximum speed during summer that reaches
120 km/h, which results in ever-changing weather conditions. The mean
air temperature during the lizards’ activity period from October to
March is 12.1 + 0.81 °C (Meteorological Station in Rio Gallegos, Santa
Cruz).

Liolaemus sarmientoi is a miero-endemic and specialist species
(Abdala et al., 2012) that lives in small populations along rocky outcrops
of glaciofluvial deposits or lava spills (from ancient volcanic craters) in
the dry Patagonian Magellanic Steppe. Liolaemus sarmientoi is a
medium-sized lizard (mean snout-vent length, SVL in females was 76.90
+ 1.21 mm and in males was 76.82 + 2.02 mm; Ibargiiengoytia et al.,
2010) that is viviparous, omnivorous, and saxicolous (Cei, 1986; Scolaro
and Cei, 1997). It is distributed between 48°5, 70°W and 52°S, 69°W
(Breitman et al., 2014) from central Santa Cruz Province, Argentina,
reaching the Strait of Magellan in the South. The distribution makes
L sarmientoi and its sympatric congener Liolaemus magellanicus the
southernmost reptiles of the world (Cei, 1986; Scolaro, 2005; Breitman
et al., 2014).

These lizards live in an unpredictable climate with short daily and
seasonal activity periods (5 months) (Ibargiiengoytia et al, 2010;
Ferndndez and Ibargiiengoytia, 2012). In nature, lizards attain a low
mean body temperature of 26 °C during the activity season, even when
they prefer a much higher body temperature in the laboratory (preferred
body temperature, Tp = 34.43 + 0.28 °C; Ibargiiengoytia et al., 2010).
This species behaves as a poor thermoregulator (effectiveness of ther-
moregulation, sensu Hertz et al., 1993, E = 0.30; Ibargiiengoytia et al.,
2010), suggesting that their environment limits the attainment of higher
body temperatures (Ty) and consequently the ability to develop fever to
fight a potential infection. Liolaemus sarmientoi rarely experiences tem-
peratures for optimal physiological performance in its natural environ-
ment (sprint and long runs, Fernindez et al., 2011; embryo
development, Fernandez et al., 2015, 2017).

For this study, we captured 32 adults (20 males, 4 non-pregnant
females, and 8 pregnant females) by hand or loop. Immediately after
capture, the body temperature (Ty) was measured (TES 1303, + 0.03°C
digital thermometer) using a thermocouple (TES TP-K01, 1.62 mm
diameter) inserted approximately 10-mm inside the cloaca. The Ty, was
taken within 10 s of capture to prevent heat transfer from the operator's
hands. Only the T, of males and non-pregnant females were analyzed.
The Ty, of pregnant females were not considered because their repro-
ductive status changed during the experiments. We also registered the
substratum temperature (T;) and the air temperature 1 em above the
ground (Ts) at each capture site, hereafter referred to as
“microenvironment”.

The field operative temperatures (T.) were recorded using models to
determine the availability of spatial and temporal heterogeneity of mi-
croenvironments for thermoregulation (T, sensu Hertz, 1992; Bakken,
1992; Angilletta, 2009) as perceived by a thermoconformer lizard
(Angilletta, 2009). The operative temperature (T,) was used to analyze a
lizard's potential to attain temperatures within the optimal physiolog-
ical temperature range in the natural environment (Bakken, 1992;
Dzialowski, 2005). We recorded T, in the field during capture days,
using 6 Gy PVC plastic models 100-mm length x 20-mm diameter con-
nected to a data-logger (HOBO TEMP® HS8, four-channel external data
logger). We inserted thermocouples into the models, and sealed the ends
with silicone (Fastix®). The models were distributed in the rock prom-
ontory where lizards were captured to record the temperatures every
hour during the days of captures. The hourly mean T, from all models
was obtained to represent the potential availability of thermal
microenvironments.
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2.2, Laboratory experiments

2.2.1. Assessment of health status and reproductive state of lizards

The lizards were brought to the laboratory and they were examined
to detect the presence of injuries or ectoparasites such as mites, and to
determine the tail status (intact, cut, or regenerated). We recorded SVL
(digital gauge =+ 0.02 mm, CA-01, Lee Tools, Guangzhou, Guangdong,
China), and body mass (BM, 100 g spring scale + 0.5 g; Pesola AG, Baar,
Switzerland).

To detect possible decrease in the body mass during the 7-8 days
elapsed between capture and arrival to the laboratory, we regressed
body mass on SVL of this study (N = 32) and compared those results
side-by-side and by ANCOVA to that of a large sample of individuals of
L. sarmientoi (including adult males, non-pregnant females and pregnant
females; N = 84) measured at time of capture in previous studies
(Ibargiiengoytia et al., 2010; Fernandez et al., 2011; Duran et al., 2019).

The sex was determined by the presence of pre-cloacal glands in
males. In L. sarmientoi the minimum size at sexual maturity is 49.1 mm
SVL in males (according to Fernandez et al., 2017) and 57.22 mm SVL in
females (Ferndndez et al, 2015). Female reproductive status
(non-pregnant or pregnant) was detected by palpation. All captured
pregnant females gave birth in laboratory and were studied as
post-partum females for the experiments with lipopolysaccharide.

2.2.2. Lizards maintenance

The lizards were housed individually in open-top terraria (100 x 20
% 17 em) made with fibreboard (MDF). Heat was provided daily from
0900 to 1700 h by a 75-W incandescent bulb placed over one end of each
terrarium to generate a thermal gradient for thermoregulation. The
lizards remained in the same terraria during all the time they were kept
in the laboratory including the thermoregulation trials. Lizards were
supplied with a refuge, water ad libitum, and were fed daily with meal-
worm larvae (Tenebrio molitor) coated with vitamins and calcium.
Research permission was obtained from the Wildlife Delegation of Santa
Cruz Province, Argentina (Permit # 0460/16 MP; Disposition # 11/
2016). We followed the ASTH/HL/SSAR. Guidelines for the Use of Live
Amphibians and Reptiles as well as the regulations detailed in the
Argentinean National Law # 14346.

2.2.3. Preferred body temperature (T,)
The first of the thermoregulation trials performed in this study was

executed on the first day in the laboratory, as soon we returned from the
field (7-8 days after capture), and was defined as “initial-T,". Thermo-
regulation trials were performed always in the same terraria were lizards
were kept to avoid moving them during the experiments. Terraria was
provided with a thermal gradient (17-40 °C) for thermoregulation using
the 75-W incandescent bulb placed over one end of each terrarium.
Thermoregulation trials were always performed during the hours of
activity in their natural environment (0900-2000 h). The body tem-
perature of each lizard was measured using an ultra-thin (0.08 mm)
thermocouple fixed to the abdomen with hypoallergenic adhesive tape,
which does not alter the locomotor abilities nor does it interfere with
defecation during the experiments. Thermocouples were connected to a
Data Aequisition Module (USB-TC08, OMEGA) to record body temper-
ature every 10 s for approximately 4 h.

Mean preferred body temperatures, the lower and upper boundaries
of the 50% interquartile of Ty (Tser), and the maximum (Tp may) and
minimum preferred temperature (T, p;) were estimated for each lizard
(N males and non-pregnant females = 24). The means obtained for each indi-
vidual were used to calculate the mean T, and T, for all individuals
(following the methodology of Ibargiiengoytia et al,, 2010; Medina
etal., 2011).

2.2.4. Assessment of cellular immunity: phytohemagglutinin (PHA) skin
swelling-assay
The PHA test was performed 2 days after the initial-Tp to avoeid
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interfering with the thermoregulation behavior. It was measured in all
males and non-pregnant females but not in pregnant females, so as not to
interfere or stress them pre-parturition. The thicknesses of the right and
left posterior sole-pad were measured with a digital thickness gauge
{constant pressure Mitutoyo 700-118-20 CAL, + 0.01 mm) before in-
jections of either PHA or phosphate buffered saline (PBS) following the
methodology of Huyghe et al. (2010). Immediately after these measures,
20 pl of PHA solution (4 mg of PHA 0.1 mg L-8754 Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA per ml of PBS) was injected in the posterior right
sole-pad (treatment) and the same volume of PBS was injected into the
left posterior sole-pad (control). The thickness of right and left posterior
sole-pads were measured 2 h, 24 h and 48 h after injections. The swelling
in response to PHA (treatment) or PBS (control) was estimated from the
proportional inerease in thickness in the posterior sole-pads before and
after the injection. The PHA test does not cause any negative health
effects and the reaction stimulated by the PHA disappears within 48 h
after the injection, as has been previously shown in other species
(Cabido, 2009; Iglesias-Carrasco et al., 2016).

2.2.5. Lipopolysaccharide immune challenge

Taking as a starting reference, the completion of the PHA test, lizards
were acclimatized during 20 days in the laboratory conditions before
starting the experiments with the LPS. The acclimation period was
provided to offer the lizards the same environmental and feeding con-
ditions before the experiments and to avoid possible interactions with
the first thermoregulation trial (initial-Tp) and the PHA test.

After the acclimation period, we experimented with the 20 males and
4 non-pregnant females, assigned to two groups of 12 individuals each
(10 males and 2 non-pregnant females). One group was injected intra-
peritoneally with a solution of bacterial endotoxin from Escherichia
coli lipopolysaccharide (LPS, 0111:B4, L2630, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA; 2.5 pg endotoxin/g of body mass, dissolved to a concentration
of 0.5 mg/ml in sterile saline, LPS-treatment). The other group was
injected intra-peritoneally with phosphate buffered saline free of anti-
gens as control (PBS-control), to account for possible effects of injections
and handling. The same methodology was applied to the 8 post-partum
females assigned to a treatment group (N = 4, LPS-treatment) and a
control group (N = 4, PBS-control).

Based on each individual BM, we calculated the dose injected of LPS
or PBS. We used LPS from the E. coli a component of the outer membrane
of Gram-negative bacteria recognized as a potent endotoxin capable of
activating the immune system. The LPS and the dose supplied used was
chosen following previous studies with lizards of body sizes similar to
L sarmientoi (Deen and Hutchison, 2001; Uller et al., 2006; Lopez et al.,
2009).

Five thermoregulation trials were performed to determine the
possible variation of Ty over time: the day before the injection (24 h
before); and 2 h (2 h Post), 24 h (24 h Post), 48 h (48 h Post), and 72 h
(72 h Post) post-injection. These trials were carried out with the same
methodology used to obtain the initial-T, and in the same terrariums
where the lizards were located during their time in the laboratory. These
thermoregulation trials lasted & h per day and were performed over
successive days from 1000 to 1600 h to simulate part of the time in
which lizards are active in their natural environment.

2.3. Statistical analyses

We used the statistical software programs Sigma Plot 11.0® and R (R
Core Team, 2015; R version 3.5.1). Using BM and SVL, the body con-

dition (BC) was estimated calculating the scaled mass index (M,) of each
individual, an estimator of stored-fat energy (sensu Peig and Green,
2009, 2010), as:

M; =BM; x [SVLo/SVL]™ "

where BM; and SVL; are the mass and SVL of each individual, SVLg is the
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arithmetic mean SVL of the population, and b™* exponent is the stan-
dardized major axis slope from the regression of ln (BM) on In (SVL) for
the population (Peig and Green, 2009, 2010). The b* exponent was
calculated using the package ‘lmodel2” in R (Legendre, 2015; R Core
Team, 2015).

The BC of males and non-pregnant females (N = 24) were calculated
three times: 1) the first day in the laboratory (BCy), 2) first day of the LPS
experiment before the injection (BCa; after the acclimation period that
lasted 20 days), and 3) on the last day of the LPS experiment (BC3). The
BC of post-partum females (N = 8), was calculated twice: 1) the first day
of the LPS experiment before the injection (BCinitial), and 2) at the end of
LPS experiments (BChnai; 72 h post-injection).

Assumptions of normality and homogeneity of variance were tested
with the Shapiro-Wilk test and with the Levene test, respectively. When
the assumptions of normality and/or homogeneity of variance were not
met, or the sample sizes are small, we used the corresponding non-
parametric test, such as Wilcoxon Signed Rank (paired samples) or the
Mann-Whitney rank—sum tests (independent samples). Means are given
with £ 1 standard error (SE).

The comparison between the Ty, and initial-T, were performed with
Mann-Whitney test. We used a Paired i-test or Wilcoxon Signed Rank
test to compare, on the same individuals, the BC between the first day in
the laboratory and after acclimation period. The comparisons of the BC
between the LPS-treatment and PBS-control groups before starting the
experiments in the males and non-pregnant females or the post-partum
females were performed using t-test or Mann-Whitney test. The
dependence between the inflammatory response to PHA injection and
initial body condition (BC;) were analyzed by simple regressions. We
used a One-Way Repeated Measures ANOVA to compare thickness dif-
ferences of sole-pads over time in individuals injected with PHA and
individuals injected with PBS, and the Holm-Sidak method as a-poste-
riori test for comparisons of PHA treatment over time. We used a Paired
t-test to compare the thickness of the right (PHA) and left (control) sole
before the injection and 2 h, 24 h and 48 h after injection.

Then we used a t-test to compare body condition and T, before the
experiments between LPS-treatment and PBS-control groups in males,
non-pregnant females, and post-partum females. The changes in T over
time and with respect to the two treatments (LPS and PBS) in the group
of males and non-pregnant females, and in the group of post-partum
females, were compared using a Two-Way RM ANOVA (time x treat-
ment) and Holm-Sidak method as a-posteriori. We used a paired t-test or
Wilcoxon signed rank test (same individuals) to compare BC on the first
and last day of the LPS experiment. We used a t-test or Mann-Whitney
tests to compare the BC between the LPS-treatment and PBS-control
groups at the end the experiments in the males and non-pregnant fe-
males or the post-partum females.

3. Results

3.1. Field body temperatures (Ty), microenvironmental temperatures, and
initial-preferred body temperatures (initial-Tp)

The mean Ty, for males and non-pregnant females was 28.3 + 0.63°C
and ranged from 22.6 to 35.6 °C (N = 24). Mean substrate temperature
(T.) was 26.00 + 0.83 =C and ranged from 19.60 to 32.70 °C, and the air
temperatures (T,) was 24.63 = 0.62 °C and ranged from 19.50 to
31.10 °C (N = 24). The hourly mean T, from 0900 h until 2000 h when
lizards were active was 25.28 + 0.86 °C and ranged from 20.01 to
28.92 °C (N = 6, models). The mean of the initial-T, was 35.16 =
0.20 °C, with a Ts of 34.50-36.00 °C, and ranged from 31.79 to
38.52 °C (N = 24). The Ty was significantly lower than the Initial-Tp
(Mann-Whitney rank sum test, U = 15.000, P < 0.001).

3.2. Health status of individuals

We observed that none of the captured individuals had lesions,

Articulos de respaldo

Journal of Thermal Biology 93 (2020) 102706

injuries, or ectoparasites (mites) in the skin and all individuals had an
intact tail (except for one pregnant female with a regenerated tail). The
mean values of the morphological variables such as the SVL and BM was
74.41 + 1.61 mm and 10.90 + 0.73 g for males (N = 20) and 67.72 +
4.33 mm and 8.08 + 1.77 g for non-pregnant females (N = 4), respec-
tively. For the pregnant females (N = 8) the mean SVL was 74.38 + 1.93
mm and the mean BM was 11.38 + 0.89 g. After females gave birth were
considered as post-partum females and the mean BM changed to 7.58 +
0.48 g (N = 8).

Body mass upon arrival to the laboratory in this study (7-8 days after
capture) was not significantly different than body mass at time of cap-
ture observed in previous studies. The comparison of results of regres-
sion of body mass on SVL in the present sample [y = —20.11 (+£2.0) +
0.42 (£0.02)x; Fi 31 = 213.75, P < 0.001, r= 0.88] to that of the
previous sample [y = —19.14 (£1.9) + 0.41 (+£0.02)x; F; g3 = 263.34, P
< 0.001, r* = 0.76] revealed the intercept and slope of the present study
were within the 95% confidence intervals of the previous studies. This
was corroborated by the ANCOVA showing no significant difference in
body condition between the two samples (F 1,116 = 0.38, P = 0.54).

The comparisons of mean BC; (measured on the first day in the
laboratory) and BCs (after acclimation period) show that BC did not
change in males (Paired t-test, tjg = 1.35, P = 0.191; BC; = 10.05 +
1.01, BCz = 9.83 = 1.00; N = 20) neither in non-pregnant females
(Wilcoxon test, W = —10.000, P = 0.125; BC; = 10.12 + 0.42, BCz =
8.68 £ 0.87: N = 4).

The comparison between the BC of males and non-pregnant females
versus post-partum females before starting the experiments with LPS
and PBS showed that post-partum females had lower body condition
than the rest of the individuals (BCa vs BCipisial, t-test, typ = 4.75, P <
0.001, N males and non-pregnant females = 24, N poct-partum females = 8).

3.3. Phytohemagelutinin (PHA) skin swelling-assay

The inflammatory response to PHA injection did not show significant
associations with body condition (BC,) before injection (Simple Linear
Regression: Fy 23 = 0.034, P = 0.855, N = 24), nor 2 h after (Linear
Regression: Fy 23 = 0.443, P = 0.512), 24 h after (Linear Regression:
Fj 23 = 0.149, P = 0.703) or 48 h after injections (Linear Regression:
Fi123=0.053,F= 0.819).

The comparison of the right-side treated sole-pad through time
showed that with PHA the sole-pads were thicker 2 and 24 h post-
injection (One-Way RM ANOVA, Foy gs = 20.539, P < 0.001; Holm-
Sidak method, thefore vs 2n = 4.658, P < 0.001, thefore vs 240 = 7.323, P
< 0.001, N = 24), but did not differ 48 h post-injection (Holm-Sidak
method, fhefore v 4an = 1.885, P = 0.191, N = 24; Fig. 1). The left-side
sole-pad treated with PBS did not differ over time (One-Way RM
ANOVA, Fp3 g5 = 1.077, P = 0.365, N = 24; Fig. 1).

The thickness of pads (right versus left soles) was higher in the right
sole injected with PHA at 2 h (Paired t-test, ty3 = 3.41, P = 0.002, N =
24) and at 24 h (Wilcoxon test, W = —288.000, P < 0.001). There were
no differences prior to injections (Paired t-test, tz3 = —0.49, P = 0.622),
nor 48 h afterwards (Paired t-test, tyy = 0.73, P = 0.469, N = 24; Fig. 1)
between right and left sole-pads.

3.4. Effect of LPS on T, and BC in males and non-pregnant females

The individuals assigned to the two groups (LPS-treatment and PBS-
control) did not show differences before the experiments in body con-
dition (BCa, t-test, tzo = —0.20, P = 0.840, Nips = 12; Npgs = 12) neither
in the initial-T, (t-test, tyy = —0.50, P = 0.617, N 1p5 = 12; N pgs = 12).

The results showed a significant interaction between the treatment
factor (LPS or PBS) and the time factor (24 h before and 2 h, 24 h, 48 h
and 72 h post-injection) in T, (Two-Way Repeated Measures ANOVA,
treatment x time: F = 16.148, df = 4, 119, P < 0.001, Table 1). The
comparison of the effect of either LPS or PBS on T, over time showed
that individuals of the LPS-treatment only decreased the T, 2 h post-
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Fig. 1. Box plot of the effect of injection treatment on the right posterior sole-
pad (PHA, treatment; black box) and on the left posterior sole-pad (PBS, con-
trol; white box) performed to amalyze the inflammatory responses during
experiment. The medians, and percentiles (5th, 25th, 75th, and 95th) of the
thicknesses are indicated. Asterisks indicate significant differences between the
groups PHA and control (P < 0.05). The letters indicate the differences among
the four treatment groups: previous, 2 h, 24 h, and 48 h after the injection of
PHA (P < 0.05).

injection (Holm-Sidak, taan before ws 20 post = 7.290, P < 0.001), and
increased the Ty after 24 h (Fig. 2). In contrast, individuals of the PBS-
control did not show differences and maintained their Ty over time,
with the exception of T, at 72 h after injection, which was lower
compared to 24 h before injection (Holm-Sidak, ty4n before vs 72 post =
3.000, P = 0.004; Fig. 2). The comparisons between LPS and PES groups
showed that individuals of LPS-treatment had a lower mean Ty than
individuals of PBS-control at 2 h after injection (Holm-Sidak, ton 1pg vs
pes = 5.302, P < 0.001; Table 2). But, at 72 h post-injection the T, was
higher in the LPS-treatment than in the PBS-control (Holm-Sidak, tyy, 1pg
vs pEs = 5.302, P < 0.001; Table 2).

Body condition decreased during the experiment in the individuals of
both groups (LPS and PBS, Table 2). On the other hand, there were no
differences between the two groups (LPS-treatment vs PBS-control) in
BC after the experiments (BC3 ps vs BC3 pps: t-test, toa = 0.02, P =
0.977).

Table 1

Results of the comparison of the preferred body temperature (T,,) over time (24 h
before and 2 h, 24 h, 48 h, and 72 h post-injection) between treatments (LPS and
PBS) for males and non-pregnant females, and for post-partum females. DF =
degrees of freedom, 88 = sum of squares, MS = mean squares, and significant P
values (*) are indicated.

DF 55 Ms F P
Males and non-pregnant females
Treatment 1 0.261 0.261 0.193 0.665
id (treatment) 22 29695 L350 - -
Hours 4 8.988 2247 6.191 <0.001*
Treatment x hours interaction 4 23.446 5.861 16.148 <0.001*
Residual a8 31eq1 0.363 - -
Total 119 94.331 0.793 - -
Post-partum females
Treatment 1 0.031 0.031 0.020 0.890
id {treatment) 6 9.179 1530 - -
Hours 4 8.213 2053 4.953 0.005*
Treatment x hours interaction 4 9.241 2310 5574 0.003*
Residual 24 9.948 0.415 - -
Total 39 36.614 0.939 - -
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3.5. Effect of LPS on T, and BC in post-partum females

The individuals assigned to the LPS-treatment and PBS-control
groups did not differ in their BCipisa (Mann=Whitney, U = 6.000, P =
0.686, Nips = 4; Npes = 4), neither in the Ty obtained 24 h before the
injections of either LPS or PBS (Mann-Whitney, U = 5.000, P = 0.384,
Nlps = 4; Npgs = 4}.

The results also showed a significant interaction between the treat-
ment factor (LPS or PBS) and the time factor (24 h before and 2 h, 24 h,
48 h and 72 h post-injection) in T, (Two-Way Repeated Measures
ANOVA, treatment x time: F = 5.574, df = 4, 39, P = 0.003, Table 1). The
comparison of the effect of either LPS or PBS on Ty, over time evidenced
that post-partum females of the LPS-treatment only decreased the T, 2 h
post-injection, (Holm-Sidak, tz4n vefore vs 2h post = 5.036, P < 0.001), and
increased the T}, after 24 h (Fig. 2). In contrast, the T}, of the individuals
of the PBS-control did not vary over time (Fig. 2). The comparisons
between the groups showed that individuals of LPS-treatment had a
lower mean Tp, than individuals of PBS-control at 2 h after injection
(Holm-Sidak, ton 1ps v prs = 5.302, P < 0.001; Table 2).

The body condition of post-partum females injected with LPS did not
show a significant difference over the time that last the experiment (LPS-
treatment; Table 2), and the same happened with post-partum females
injected with PBS (PBS-control; Table 3). On the other hand, there were
no differences between the two groups (LPS-treatment vs PBS-control) in
body condition after the experiments (BCgp,, Mann=Whitney, U =
6.000, P = 0.686, Nips = 4; Npps = 4).

4, Discussion

Hypothermia could be effective when the body condition of the host
is low or when there are ecological tradeoffs that prevent lizards from
thermoregulating to combat a pathogen (Read et al., 2008; Garami et al.,
2018; Johnson et al., 2019). Liolaemus sarmientoi presented a healthy
body condition and reacted effectively against the individual immune
challenge (PHA) the first days in the laboratory before starting the
LPS-PBS experiments, indicating that the lizards were in a good condi-
tion to respond to an antigen. The comparison of the relationship be-
tween SVL and body mass of L. sarmientoi measured immediately after
capture in previous studies and the sample used in this study support
that lizards did not lose body mass during the 7-8 days elapsed until
they were transported to the laboratory. Nevertheless, L sarmientoi
decreased T}, after administration of a bacterial endotoxin, developing
hypothermia rather than fever or maintaining their Ty as the control
group did, even though they had the option to choose higher tempera-
tures in the thermal gradient. The choice of low temperatures by
infected individuals suggests that this species, rather than being limited
by their initial health status or body condition, as found in other lizards
(Smith and French, 2017), could have expressed their ecological re-
strictions of their natural environment to develop fever under an im-
mune challenge. In addition, hypothermia could help post-partum
females to reduce resting energy expenditure, as observed in other ec-
totherms with poor BC (Romanovsky and Szekely, 1998; Deen and
Hutchison, 2001).

All LPS-treatment individuals, 2 h post-injection, showed T,
(31.33 °C - 34.85 °C) lower than the mean initial-T,, registered by the
same individuals a few days after capture (35.16 °C, Fig. 3). This initial-
Ty was similar to the T, values previously published for the species
(24.43 °C, Ibargiiengoytia et al., 2010; 34.19 °C, Duran et al., 2019) and
higher than the Ty, that lizards can attain in nature (Ibargiiengoytiaet al.,
2010; Ferndndez et al., 2015). Liolaemus sarmientoi exhibited only T,
values similar to the T (see environmental variables T and Ty, Te, Fig. 3)
2 h after being infected with LPS, and the Ty values were even lower in
post-partum females, suggesting an adaptive response to the cold envi-
ronment (Ferguson et al,, 2018). The low preferred temperatures in
post-partum females are particularly important since in this viviparous
species females invest high amount of energy in their offspring and
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Fig. 2. Mean preferred body temperatures (T,) of the infected individuals (LPS treatment; on the left) and control (PBS control; on the right) over time (h) for males
and non-pregnant females (upper) and post-partum females (lower). The T, mean, upper and lower Ty, mean Ty gy, and mean Ty g, are shown.

Table 2
Descriptive data (mean + SD) of preferred body temperature (T, “C) of individuals from the LPS-treatment and PBS-control groups over time (24 h before and 2 h, 24
h, 48 h, and 72 h post-injection) for males and non-pregnant females, and post-partum females of Lislaemus sarmientoi. Sample sizes (N) and significant values (*) are

Time (hours) Males and non-pregnant females (24) Post-partum females (8)

WPS(N=12)T, PBS(N=12)T, T, comparisons (Holm- P LPS(N=4)T, PBS (N=4)T, T, comparisons (Holm- P

“C *C Sidak test) “C “C Sidak test)
24h before 35.90 (0.760) 35.42 (0.657) £ 1ps v pos = 1.574 0120 34.89 (1.041) 34.15 (0.584) £ 1ps vs pas = 1318 0.202

()]

2h (*C) 34.11 (0.758) 35.73 (0.678) £ 1ps ve pas = 5.302 <0,001*  32.60 (1.236) 34,55 (0.743) t 1ps ve pus = 3.444 0.003*
24h (+C) 35.48 (0.648) 35.32 (0.853) t 1ps vs pas = 0.537 0.593 35.01 (0.509)  34.72 (0.533) £ ypg yx pms = 0.510 0.616
48h (°C) 35.83 (0.738) 35.23 (0.725) £ 1ps vs pes = 1.970 0.053 3477 (1.304)  34.55 (0.308) ¢ ips vs pas = 0.386 0.703
72h (*C) 35.52 (0.937) 34,60 (0.682) t 1ps v pos = 2747 0.008* 34.86 (0.680) 34.45 (0.263) t 1pm ve pms = 0.731 0.473

usually show low body condition after parturition (Ferndindez et al.,
2015) which could preclude them from spending too much energy on

to allocate enough energy for behavioral thermoregulation to maintain
high T, when infected with a pathogen (Paranjpe et al., 2014; Megla--

thermoregulation. In contrast, the individuals of the PBS-control group
(males, non-pregnant, and post-partum females) maintained high and
stable T, with most values within the Tsg; of the initial-T optimal for
locomotor performance (Ferndndez et al., 2011, Ferndndez and Ibar-
gilengoytia, 2012), social activities (Ferndndez et al., 2018), and embryo
development (Fernandez et al., 2017).

The potential to survive a threat in lizards will be tightly related to
the quality and availability of both sunny and shady microenvironments
to maintain appropriate body temperatures (Deen and Hutchison, 2001;
Zamora-Camacho et al., 2016). In high latitudes, lizards may not be able

Palma et al.. 2020). Hence, the tendency of L. sarmientoi to employ hy-
pothermia may be crucial to reduce the costs of thermoregulation since
in a cold environment there is a high energy expenditure in finding
warm substrates to the detriment of social, reproductive, and feeding
activities (Ibargiiengoytia et al., 2010; Ferndndez et al., 2015, 2017) as
well as an increase in the risk of predation when basking outside the
shelters in the rock promontories (DeWitt, 1967; Herczeg et al., 2008).
In fact, the index of the mean thermal quality of the habitat from an
organism’s perspective to attain Ty (d; = |Te - Tsel; sensu Hertz et al,
1993) in L. sarmientoi corresponds to a d, value of 9.90, one of the
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Table 3

Body condition (mean =+ SD) of males and non-pregnant females, treated (LPS)
and control (PBS), right before (BC;) and at the end (BCy) of the lipopolysac-
charide challenge, and the body condition (mean + 5D) of post-partum females
right before (BCiniria) and at the end (BCqna) of the lipopolysaccharide challenge
of Liolaemus sarmientoi are presented and compared. Sample sizes (N) and sig-
nificant values (*) are indicated.

Linlaemus sarmientoi N BC, BC, Paired t-test
Males and non-pregnant 12 9.58 + 9.05 £ h,;=6202 P
females (LPS) 0.88 0.80 0.001%
Males and non-pregnant 12 9.67 + 9.04 = h1=8662 P
females (Contral) 1.23 1.06 0.001*
) : L BCina Wilcoxon Signed Rank
test
Post-partum females 4 734 + 7.07 = W= P=
(LPS) 113 1.19 —10.000 0125
Post-partum females 4 7.88 + 7.58 = W= P=
(Contral) 0.93 0.94 ~10.000 0.125
LPS-treatment
Time (h)
40 24 hlelhle 2 24 48 72

Temperature (*
Ry RSB

22

o °

s v @ T

18 w Ta
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Fig. 3. Body temperature (Ty), substrate temperature (T,), and air temperature
at 1 em (T,) at each microenvironment where individuals were captured.
Operative temperatures (T.) were measured during sampling days per hour
(lower axis). Preferred mean body temperatures (T,) of all infected individuals
(LPS treatment) over time (h, lower axis) in males and non-pregnant females
(solid line, N = 12) and for post-partum females (dashed line, N = 4) are shown
(upper x axis). Significant differences (P < 0.05) are indicated (*) for males and
non-pregnant females, and post-partum females.

highest index values for Liplaemus (d, from 5.15 to 12.60; Ibargiien-
goytia et al., 2020). The high value of this index for the species cor-
roborates the notion of limited availability of thermal
microenvironments for thermoregulation and, therefore, less opportu-
nity for individuals to thermoregulate at higher temperatures in their
natural environment (Ibargiiengoytia et al., 2010, 2020).

The thermal shift toward lower temperatures under an immune
response also helps to decrease the growth rate of a potentially patho-
genic organism and consequently the negative impact on the host
(Merchant et al., 2008; Medzhitov et al., 2012). Changes of just a few
degrees (°C) may have a significant impact on host and pathogen sur-
vival (Kluger et al., 1975; Evans et al., 2015). Thus, behavioral hypo-
thermia is a widespread response to immune challenges in many species
of lizards from diverse environments such as those in warm environ-
ments of captive-raised juvenile green iguanas (fguana iguana; Deen and
Hutchison, 2001), Anolis carolinensis (Merchant et al., 2008), and Sce-
loporus occidentalis bocourtii from western USA (Megia-Palma et al.,
2020). In addition, different thermoregulation responses to an immune
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challenge by LPS were observed in the lizard Psammodromus algirus from
Sierra Nevada, Spain, that inhabits a range of elevations. The non-alpine
individuals developed hypothermia in response to the immune chal-
lenge while the alpine lizards maintained their preferred body temper-
ature as did the non-infected individuals of both alpine and non-alpine
(Zamora-Camacho et al., 2016).

Thus, even when fever in response to LPS injections is a common
mechanism among lizard species such as Dipsosaurus dorsalis (Vaughn
et al., 1974), Callopistes maculatus (Hallman et al., 1990), Agema agama
(Ramos et al., 1993) and Oplwrus cyclurus (Muchlinski et al., 1995),
hypothermia can be particularly suitable for species that live in
poleward-latitudes. This is the case of southern Patagonia characterized
by low air temperatures, strong winds, and large fluctuations in daily
and seasonal temperatures (Fernandez and Ibargiiengoytia, 2012), an
environment where the maintenance of optimal body temperatures re-
quires great thermoregulatory effort (Carothers, 1997; Veblen et al.,
2007; Stellatelli et al., 2020).
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Abstract

Body temperature has relevant effects on the immune response. Here, we characterized the
thermal biology and health condition of the viviparous lizard Liolaemus kingii from Patagonia
(Argentina), by studying field body temperatures, presence of injuries or ectoparasites, body
condition (BC), and individual immune response capacity with the phytohemagglutinin (PHA)
skin-swelling assay. In addition, we analyzed the effects of injections of a bacterial endotoxin
(lipopolysaccharide; LPS) on the preferred temperature (Tp) and BC of adult males and
newborns. The PHA treatment caused detectable thickening at 2 and 20 hours post-assay in
males, indicating a significant immune response related to an increase in cellular activity. LPS-
challenged lizards thermoregulated accurately and at stable body temperatures within the 50%
interquartile of Ty (Tset) Over the 72-hour period while the control group showed a more variable
and lower Tp. Exposure to LPS negatively affected the BC of newborns, whereas it did not
affect the BC of adult males. LPS challenges, used as a proxy of pathogen exposures to study
lizard behavioral thermoregulation, constitute a practical approach to assess the immunological
constraints lizards from high-latitude regions may face due to global warming and

anthropogenic disturbances.
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Introduction

The resilience of animal populations to novel host-pathogen interactions is governed by their
physiological capacity to adjust to the new challenges (Graham et al. 2011). Apart from
avoiding diseases, animals generally use two strategies to survive an infection: fever and
hypothermia (Romanovsky & Székely 1998, Rakus et al. 2017). The increase in body
temperature (fever) is the first and most widespread mechanism to enhance the animal immune
response during disease. Fever, or febrile response (sensu Romanovsky et al. 2005), has been
known in warm-blooded animals since Hippocratic times (Atkins 1982) but was only identified
in ectothermic animals about four decades ago (Kluger 1979).

Lizards were the first ectothermic vertebrates reported to show behavioral fever (Vaughn et
al. 1974, Kluger et al. 1975, Bernheim & Kluger 1976). Fever was later confirmed in fishes
(Reynolds & Casterlin 1976, Covert & Reynolds 1977), amphibians (Casterlin & Reynolds
1977a, Kluger 1977), turtles (Monagas & Gatten 1983), and snakes (Burns et al. 1996). In
invertebrates, it was first reported for crayfish (Casterlin & Reynolds 1977b), followed by other
groups such as insects (Bronstein & Conner 1984, Stahlschmidt & Adamo 2013).

Behavioral fever amplifies the innate immune response increasing host survival (Kluger et
al. 1986, Elliot et al. 2005, Boltafia et al. 2013). However, its physiological demands compete
for resources with other activities such as reproduction (French & Moore 2008) and growth
(Uller et al. 2006). Even though fever occurs mostly when there are no immediate threats of a
substantial energy deficit (Romanovsky & Székely 1998), it may not always be beneficial to
the individual as it can cause immunopathologies in host tissues (Graham et al. 2005).

A more attenuated response involving hypometabolism and hypothermia (Romanovsky &
Székely 1998, Ganeshan et al. 2019) incurs in lower physiological cost, while maintaining the
overall host fitness (Smith & French 2017). Hypothermia was generally thought to represent a

thermoregulatory failure of the animal immune system (Steiner & Romanovsky 2019).
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Hypothermia is now known in several species (Romanovsky et al. 2005), with evidence that it
can be more advantageous than fever (Liu et al. 2012). Behavioral hypothermia is a widespread
response to immune challenges in many lizards such as Iguana iguana (Deen & Hutchison
2001), Anolis carolinensis (Merchant et al. 2008), Sceloporus occidentalis bocourtii (Megia-
Palma et al. 2020), and Liolaemus sarmientoi, one of the southernmost lizards of the world, that
lives in the cold temperate environment of Patagonia, Argentina (Duran et al. 2020).

Therefore, fever and hypothermia can be seen as two thermometabolic responses to systemic
inflammation, each representing a trade-off between the costs of thermoregulation (Hallman et
al. 1990, Ortega et al. 1991, Merchant et al. 2008) and the benefits derived from the control of
body temperature (Zamora-Camacho et al. 2015). Whereas behavioral fever ensures an active
attack against the infectious agent, regulated hypothermia ensures the defense of the host’s vital
systems (Romanovsky et al. 2005, Bicego et al. 2007).

Moreover, animal strategies to fight diseases are generally context specific (Viney et al.
2005, Smith & French 2017), including the stage of the life cycle of the host. Although it has
been known for almost a century that the immune system of newborns differs in many ways
from that that of adults, the impact of the life stage at the moment of infection (Fedson 2018)
remains under-explored. Pioneering research of Glenny et al. (1925) in Guinea pigs, followed
by work of Barr et al. (1953), Howie et al. (1953), and Kerr & Robertson (1954) on lambs and
calves, demonstrated the lack of immune response to intramuscular injection of antigens in
newborns. Thus, neonatal immune T-cells develop tolerance when exposed to antigens, which
seems to be regulated by the environment in which T-cells develop early in life (Ridge et al.
1996), although the exact mechanism still needs to be investigated (Gensollen et al. 2016).
Lipopolysacharide (LPS), a component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, is a
potent endotoxin capable of activating the vertebrate immune system. Pre-pubertal mice

challenged with LPS exhibited, along with improved survival, a higher percentage of weight
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loss compared to post-pubertal mice (Joachim et al. 2017), evidencing differences according to
the life stage of the host at the moment of infection.

In the present study, we characterize the thermal biology and the health status of a natural
population of Liolaemus kingii. In addition, we explored the effects of LPS exposure on the
preferred body temperature (Tp) and on the body condition of both adults and newborns in the
laboratory. We hypothesize that the immune challenge will affect behavioral thermoregulation
and body condition, and that the effects in newborns will differ from that in adults. We predict
that in response to an LPS challenge, adults will select higher T, than non-challenged
individuals and maintain their body condition, whereas newborns would compromise their body
condition at expenses of maintaining high body temperatures to enhance the innate immune

response.

Materials and Methods
Species and collection area

The genus Liolaemus has a wide range, extending north to the Andes of Peru and south to
Tierra del Fuego in Argentina and Chile (from 10°S to 54°30'S, and from sea level to 5000 m
above sea level (masl); Schulte et al. 2000, Aparicio & Ocampo 2010). Liolaemus species show
great adaptive plasticity in their physiological responses to a high diversity of environments
and climates (Labra et al. 2009, Ibargliengoytia et al. 2010). Liolaemus kingii is abundant in
southwestern Chubut Province and throughout Santa Cruz Province (Argentina; Breitman et al.
2014), and is classified as “not threatened” (Abdala et al. 2012, Breitman et al. 2014). This
species is considered a robust lizard with a mean snout-vent length (SVL) of approximately 100
mm, an insectivorous diet, and a viviparous mode of reproduction (Ibargiiengoytia et al. 2002,
Scolaro 2005). Field work was carried out in February, 2017, in western Chubut Province

(43°S, 70°W; 630 m asl), an area characterized by low mean annual temperatures, and great
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daily and seasonal thermal amplitude (Paruelo et al. 1998). This site features sparse sub-bush
vegetation (Verbena, Nassauvia, Chuquiraga spp.) and scarce pastures dominated by genera
Stipa and Poa (Scolaro 2005).

A total of 28 adult individuals (21 males and 7 pregnant females) were captured by hand or
loop when they were active between 1000 and 2000 h. Immediately after capture, the body
temperature (Tp) was measured (TES 1303, + 0.03 °C digital thermometer) using a
thermocouple (TES TP-KO01, 1.62 mm diameter) inserted approximately 10 mm inside the
cloaca. Body temperatures were taken by grasping the body from the neck to the hips with three
fingertips within 10-sec of capture to prevent heat transfer from the operator's hands. Lizards
were kept in individual cloth bags in a thermally isolated terrarium to maintain a stable
temperature and were provided with water once a day until they reached the laboratory.
Captures were authorized by the Wildlife Service of the Province of Chubut (Permit # 03588/16
MP; Disposition # 48/08). We followed the Guidelines for the Use of Live Amphibians and
Reptiles in Field and Laboratory Research of the American Society of Ichthyologists and
Herpetologists (ASIH), the Herpetologists’ League (HL), and the Society for the Study of
Amphibians and Reptiles (SSAR), as well as the regulations detailed in Argentinean National
Law # 14346.

Laboratory conditions and experiments
Assessment of health status and reproductive state of lizards

Lizards were brought to the laboratory (a greenhouse with natural light and automatic control
of ambient temperature and ventilation) and were examined to detect injuries or ectoparasites
such as mites, and to determine the tail status (intact, cut, or regenerated). We recorded SVL
(digital gauge = 0.02 mm, CA-01, Lee Tools, Guangzhou, Guangdong, China), body mass (BM,
100 g spring scale £ 0.5 g; Pesola AG, Baar, Switzerland), and sex (males were distinguished

by precloacal pores). Female reproductive status (pregnant) was detected by palpation. All
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pregnant females gave birth in laboratory. The SVL and BM of the neonates were measured
immediately after birth. These newborns were used in the lipopolysaccharide immune challenge
described below.

Lizard maintenance

Lizards were housed individually in open-top fibreboard terraria (100 x 20 x 17 cm) supplied
with a refuge, water ad libitum and a 75-W incandescent bulb energized daily 1000h to 1700h.
They were kept in the same terraria while conducting experiments in the laboratory. They were
fed daily with mealworm larvae (Tenebrio molitor) dusted with vitamins and calcium
(ReptoCal, Tetrafauna™), and were observed to ensure they were feeding.

Preferred body temperature (Tp)

The first thermoregulation trial (initial T,) was executed on the first day in the laboratory as
soon as we returned from the field (2 to 3 days after capture). A thermal gradient (17 - 40 °C)
was constructed with the 75-W incandescent bulb placed over one end of each terrarium.
Thermoregulation trials were performed during the hours of activity in their natural
environment (1000 to 2000 h). Body temperature of each lizard was measured using an ultra-
thin (0.08 mm) thermocouple fixed to the abdomen with hypoallergenic adhesive tape, which
does not alter locomotory ability nor does it interfere with defecation during the experiments.
Thermocouples were connected to a Data Acquisition Module (USB-TC08, OMEGA) to record
body temperature every 10-sec for approximately a 4-hour period.

Mean preferred body temperatures, lower and upper boundaries of the 50% interquartile of
Tp (Tset), and maximum (Tp max) and minimum preferred temperature (Tp min) Were calculated
for each lizard (N maes = 21) following the methodologies of Ibargliengoytia et al. (2010) and
Medina et al. (2011).

To determine whether the thermocouple on the abdomen is a good proxy of the core

temperature, we performed a calibration experiment by placing a lizard in a terrarium (15 x 20
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x 20 cm) provided with an infrared 150-W lamp. We adhered a thermocouple to its abdomen
and inserted another one approximately 10-mm inside its cloaca, both fixed in place with
hypoallergenic adhesive tape. During a 2-hour test, the lamp was moved to different heights to
generate different temperatures throughout the calibration, while body temperature was
recorded every 2 min. Thermocouples placed in the abdomen and within the cloaca recorded
similar Tps (Simple Linear Regression, F1.47 = 5440.99, P < 0.001, R?=0.992, lower 0.950 and
upper 1.003 confidence interval boundaries).

Assessment of local inflammatory response: phytohemagglutinin (PHA) skin-swelling assay

The delayed-type hypersensitivity (DTH) test is a cell-mediated immune responsiveness
assessment tool broadly used in animals such as birds (Smits et al. 1999), lizards (Svensson et
al. 2001) and amphibians (Clulow et al. 2015). Subcutaneous injection of phytohemagglutinin
(PHA) triggers a series of physiological reactions that produce local inflammation at the
injection site, related to the increase in cellular activity (Chandra & Newberne 1977, Roitt et al.
1996, Clulow et al. 2015). This reaction increases the proliferation of polyclonal T-cells,
causing an inflammation which is used as a standard index of immunocompetence (Zimmerman
et al. 2010).

The PHA test was performed only in males 2 days after the initial-T, trial to avoid interfering
with the thermoregulation behavior. The thicknesses of the right and left posterior sole pad were
measured with a digital thickness gauge (constant pressure Mitutoyo 700-118-20 CAL, £ 0.01
mm). Following the methodology of Huyghe et al. (2010), immediately after these measures,
20 pl of PHA solution (4 mg of PHA 0.1 mg L-8754 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA per
ml of PBS) was injected into the posterior right sole pad (treatment) and the same volume of
phosphate buffered saline (PBS) was injected into the left posterior sole pad (control). The
thickness of the right and left posterior sole pads were measured 2h, 20h and 48h after

injections. The swelling in response to PHA (treatment) or PBS (control) was estimated from
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the proportional increase in thickness in the posterior sole pads before and after the injection.
The PHA test does not cause any negative health effects and the reaction stimulated by the PHA
disappears within 48h after the injection, as has been previously shown in other lizard species
(Cabido 2009, Iglesias-Carrasco et al. 2016, Duran et al. 2020).
Lipopolysaccharide (LPS) immune challenge

Following the completion of the PHA test, lizards were acclimatized for 20 days under
laboratory conditions before starting the LPS immune challenge. The acclimation period
offered all lizards similar environmental and feeding conditions and prevented possible
interactions with the initial-T,, trial and the PHA test. During this time, six females gave birth
to three offspring each, except one gave birth to two. The newborns were also supplied with a
refuge and water ad libitum, and were fed with mealworm larvae (Tenebrio molitor) once a day.

After the acclimation period, three out of the 21 adult males and six out of the 20 newborns
were randomly selected and set aside for another study. Thus, 18 adult males were randomly
split into two groups. One group (treatment, N = 9) was injected intra-peritoneally with
Escherichia coli 0111:B4 LPS (L2630, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 2.5 g
endotoxin/g of body mass, dissolved to a concentration of 0.5 mg/ml in sterile saline). The other
group (control, N = 9) was injected intra-peritoneally with sterile PBS to account for possible
effects of either or both injections, and handling. The dose supplied was calculated based on
each individual BM following previous studies on lizards with body sizes similar to L. kingii
(Deen & Hutchison 2001, Uller et al. 2006, Lopez et al. 2009, Duran et al. 2020). Similarly, the
14 newborns were randomly assigned to either a treatment group (N = 7, LPS) or a control
group (N =7, PBS).

Five thermoregulation trials were performed to determine the possible variation of Ty with
time: the day before the injection (24h before); and 2h (2h Post), 24h (24h Post), 48h (48h Post),

and 72h (72h Post) post-injection. Following the same methodology used to obtain the initial-
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Tp, these trials lasted 6 hours per day and were performed over successive days from 1000 to
1600 h to simulate part of the time in which lizards are active in their natural environment. We
calculated the daily mean T, for each individual i (24h before and 2h, 24h, 48h, and 72h post-
injection of LPS or PBS). Lizards were fed daily after the completion of each thermoregulation
trial.
Statistical analyses

We used the statistical software programs Sigma Plot 11.0® and R (R Core Team, 2021).
The body condition (BC) was estimated calculating the scaled mass index (M;) of each

individual as an estimator of stored (fat) energy (sensu Peig & Green 2009, 2010) as:

pSMA

M; = BM; X [SVL,/SVL;]
where BM; and SVL; are the mass and SVL of the individual, SVLy is the arithmetic mean SVL
of the population, and bSMA exponent is the standardized major axis slope from the regression
of In(BM) on In(SVL) for the population (Peig & Green 2009, 2010). The bSMA exponent was
calculated using the package Imodel2 (Legendre 2015) in R (R Core Team 2021). The BC of
adult males was calculated on the first day in the laboratory (BC1 males), at the end of the
acclimation period (BC2 males), and on the last day of the LPS challenge (BC3 mates). The BC in
newborns was calculated at birth (BC1 newborns), right before (BCz2 newborns) and at the end (BCs
newborns) OF the LPS challenge.

We used a Paired t-test and One-Way Repeated Measures Analysis of Variance (One-Way
RM ANOVA) to detect changes in body condition over time in the laboratory in adult males
and newborns. The dependence between the inflammatory response to PHA injection and initial
body condition (BC1 males) Were analyzed by simple regressions. We used a t-test to compare
BC and T, before the experiments between the LPS and PBS groups in adult males and also in

newborns.
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We applied a linear mixed modeling approach to evaluate the effects of treatment on the
thickness of sole pads and T, over time using the package Ime4 (Bates et al. 2015) and, for post
hoc tests, the package emmeans (Russell 2019) in R software (R Core Team 2021). For the
phytohemagglutinin skin-swelling assay, thickness was the response variable, treatment (PHA
or PBS), time and their interaction were the fixed effects, and individual identity was the
random variable. For the LPS immune challenge, T was the response variable, treatment (LPS
or PBS), time, age and their interaction were the fixed effects, and individual identity was the
random variable. The statistical significance of the individual identity in both analyses was
assessed by likelihood ratio tests based on restricted maximum likelihood (PHA analysis: ¥
=46.99, P < 0.001; LPS analysis: ¥’y = -311.04, P < 0.05) using the function rand of the
ImerTest package (Kuznetsova et al. 2017). In both analyses, P-values for fixed effects were
obtained using type Il sums of squares based on Satterthwaite approximation for denominator
degrees of freedom (Kuznetsova et al. 2017). In both cases, we started our analyses with a
global model that included all variables and their interactions. To avoid overfitting, because our
sample size was small, model comparisons were based on the corrected Akaike Information
Criterion (AlICc) and were conducted with the function dredge of MuMIn package in R
(Legendre and Legendre 1998; Burnham and Anderson 2002). According to this function,
models are ranked according to their AICc values, and the model with the lowest AICc is
considered the best, whereas those with an AICc value difference less than 2 with the AICc
value of the best model are considered models with substantial support (Burnham and Anderson
2002).

Assumptions of normality and homogeneity of variance were tested with the Shapiro-Wilk’s
test and with the Levene test, respectively. When the assumptions of normality and/or
homogeneity of variance were not met, we used the corresponding non-parametric test, such as

Mann—Whitney rank—sum tests. Means are given with + 1 standard error (SE).
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Results
Field body temperatures (Ty) and initial preferred body temperatures (initial-Tp)

The mean Ty, for adult males was 30.61 + 0.54 °C (27.30 - 36.50 °C, N = 21). The mean
initial-T, calculated in the laboratory 2 or 3 days after capture and before the acclimation period
was 34.93 + 0.31 °C (Tpmax = 39.43 £ 0.29 °C and Tpmin= 30.41 + 0.57 °C), with a set-point of
Tp (Tset) ranging between 33.60 to 36.43 °C (N = 21). The Ty, for adult males was significantly
lower than the selected Ty in laboratory (t-test, tso = -4.551, P < 0.001). Since all newborns were
born in laboratory, we did not have equivalent initial-T, data for them.

Health status of individuals

We observed no injuries or ectoparasites in the captured lizards and only 3 males had a
regenerated tail. Mean values of the morphological variables (SVL and BM) in adult males,
pregnant females and newborns, as well as the mean values of the body condition (BC) in adult
males and newborns are presented in Table I.

The BC of adult males (used for LPS experimentation) did not change in the laboratory
during acclimation (BC1 males VS BCo2 maies; Paired t-test, ti7 = 0.495, P = 0.627, N = 18).
Newborns did not change their BC (post-natal compared to onset of LPS-experiment; BC
newborn VS BC2 newborn; Paired t-test, tiz3 = 1.916, P = 0.078, N = 14).

Phytohemagglutinin (PHA) skin-swelling assay.

The inflammatory response to PHA injection did not show significant associations with body
condition (BC1 maies) before injection (Simple Linear Regression: F120=0.0002, P =0.989), nor
2h after (Linear Regression: Fi120 = 0.071, P = 0.794), 20h after (Linear Regression: Fi20 =
0.254, P = 0.620) or 48h after PHA injections (Linear Regression: F120=1.315, P = 0.266).

The comparison of right versus left sole pad thicknesses over time in males showed a

significant effect of treatment factor (PHA vs PBS), time factor (prior injections vs 2h, 20h, and
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48h post-injection) and the interaction of treatment x time (Table 1I). Right and left sole pad
thicknesses did not differ prior to injections (Tukey test, t pHa vs PBs = -1.225, P = 0.923, N =
21), 2h afterwards (t pHa vs PRs = 0. 895, P = 0.986) or 48h after injection (trHa vs pRS = 2.835, P
= 0.094; Fig. 1). However, the PHA treatment caused detectable thickening of 0.14 mm at 20h
compared to the left sole pad at the same time (Tukey test, t pHa vs PBs = 3.936, P < 0.005; Fig.
1). The comparison of the treated right-side sole pad over time showed they became 0.11 mm
thicker at 2h and 0.13 mm thicker at 20h after injection (Tukey test, t pefore vs 2n = 3.110, P <
0.045, t pefore vs 20n = 3.702, P < 0.005, N = 21) but not at 48h after injection (t pefore vs 48n = 0. 578,
P =0.999; Fig 1).

Effect of LPS on T, and BC in males and newborns

The body condition (BC2 maies measured before the LPS-PBS experiment) and the initial-Tp
were not different between the males assigned to the treatment (LPS) and control (PBS) groups
(t-test Bc, tis = 0.125, P = 0.902; t-test initia-Tp, t1s = 1.188, P = 0.252). The newborns assigned
to the treatment (LPS) and control (PBS) groups did not differ in neither the BC. before the
experiment (t-test, t1o = 0.349, P = 0.733) nor the T, obtained 24h before the injections (Mann—
Whitney test, U = 17.000, P = 0.371).

There were significant main effects of treatment (LPS vs PBS) and time (24h before and 2h,
24h, 48h, and 72h post-injection), and their interaction in Ty (Table I11). Individuals in the LPS-
treatment had a mean Ty 2.69 °C higher than individuals of PBS-control at 2h after injection
(Tukey test, t 2n Lps vs 2n PBs = -4.006, P < 0.005), but at all other times they did not show
differences (Tukey test, P > 0.05). The comparison of the effect of either LPS or PBS on T,
over time showed that individuals of the LPS-treatment did not show differences and
maintained their T, over time (Tukey test, P > 0.05; Fig. 2). In contrast, individuals of the PBS-
control decreased 3.09 °C the T, 2h post-injection (Tukey test, taan before vs 2h post = -5.088, P <

0.001). And then recovery their Ty values, increasing 1.99 °C T, 24h post-injection (Tukey test,
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t2h post vs 24h post = -3.279, P < 0.043), and 2.48 °C Ty 48h post-injection (Tukey test, ton post vs 48h
post = -4.006, P < 0.005), and 2.89 °C T, 72h post-injection (Tukey test, tah post vs 72h post = -4.635,
P < 0.005; Fig. 2).

The body condition did not vary with time in males injected with LPS nor PBS (Table V).
There were also no differences between the two groups (LPS vs PBS) in the body condition
after experiments (BCa mates: t-test, t1is = 0.211, P =0.835). On the other hand, the body condition
of LPS-challenged newborns decreased with time; in particular, BC2 newborn Was higher than BC3
newborn (Table 1V). Newborns of the control group showed no change in BC during the

experiments (Table 1V).

Discussion

The absence of injuries or ectoparasites, as well as the homogeneous body condition
observed in the captured individuals, suggest that the wild population is in good health. In
addition, the PHA assay in adult males showed a temporary and localized inflammatory
response related to a stimulation of T-cell proliferation (Roitt et al. 1996, Martin et al. 2006),
thus confirming the immunocompetence of L. kingii as described in other lizards (Cabido 2009,
Iglesias-Carrasco et al. 2016, Duran et al. 2020).

Our results on thermoregulation are in agreement with an early review of the topic, which
considered that most physiological processes progress optimally near T, (Dawson 1975),
including immune responses for which temperatures above Tp, not only present a challenge to
enzymatic function, but also were shown to reduce non-specific leukocyte activity and antibody
titers in several reptile species (Dawson, 1975; Zimmerman et al. 2010). By providing
controlled environments with thermal gradients, LPS-challenged L. kingii behaviorally
thermoregulated within the set point of T, more precisely, and at higher temperatures, than

sham-challenged individuals (Fig. 3a). This included the LPS-challenged newborns which, as
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observed in some juvenile iguanas (Iguana iguana; Deen & Hutchison 2001, < 1 yr old), were
able to develop different Tp than the sham-control group. Thus, our study found that L. kingii
newborns have the capacity to raise and maintain their temperature within a narrow range as a
response to the bacterial pyrogen LPS (Fig. 3b). However, little is known about the
characteristics of the immune responses in newborn reptiles (Brown & Shine 2016) or the
changes in physiology and behavior in the face of an immune challenge. In mammals, for
instance, newborns were unable to develop fever physiologically in response to bacterial
pyrogens but did so behaviorally when they were provided with a thermal gradient (behavioral
fever; Satinoff et al. 1976, Kleitman & Satinoff 1981).

Most males and some newborns of the sham-challenged group significantly decreased their
T, 2h after the PBS injection. Inflammatory processes, both sterile and infectious, occur after
activation of toll-like receptors (TLRs; Beutler 2004) through the recognition of pathogen-
associated molecular patterns (PAMPS) and damage-associated molecular patterns (DAMPS)
on leukocytes (Nourshargh & Alon 2014). Neutrophils constitute the first line of defense during
an infection or tissue injury by regulating the adaptive immune response through B-cell and T-
cell activation (Hidalgo et al. 2019). Research on sterile tissue injury in mice has shown that
accumulation of neutrophils at the damage site occurs during the first hour, with those present
at the injury site forming clusters (Ng et al. 2011). On the contrary, the injection of LPS
activates recognition of PAMPs by TLRs with neutrophils continuing to migrate to the infected
site producing dynamic clusters showing a swarming behavior (Chtanova et al. 2008). Those
studies demonstrated that DAMPs as well as PAMPs regulate inflammation controlling
neutrophil infiltration (Ng et al. 2011). Therefore, in the absence of pathogens, early neutrophil
infiltration can activate vasodilation mechanisms such as production of nitric oxide (Skovgaard
et al. 2005), thus inducing short-term hypothermia as it was observed here in the behavioral

thermoregulation of sham-challenged L. kingii.
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Maintaining body temperature within the set point of T, can be advantageous to avoid the
costs of thermoregulation. Most importantly, metabolic costs include increasing metabolic rates
about 10% every 1 °C increment (Kluger 1979, Boltafia et al. 2013), and consequently the
depletion of fat bodies (Huey 1974, Adolph & Porter 1993). Other costs include greater
exposure to predators as they spend more time outside shelters for thermoregulation (Herczeg
et al. 2008, Zamora-Camacho et al. 2016), leaving less time to allocate to reproduction, feeding,
social interactions, and other functions. Although there are examples of lizard species reaching
up to 2 °C above the mean T, in response to LPS exposures, e.g. Dipsosaurus dorsalis (Vaughn
et al. 1974), Callopistes maculatus (Hallman et al. 1990), Agama agama (Ramos et al. 1993),
and Oplurus cyclurus (Muchlinski et al. 1995); other species do not increase Ty, nor develop
hypothermia after the injection of a pyrogen, as shown in the armadillo lizard Cordylus
cataphractus (Laburn et al. 1981), the lizard Anolis equestris (Muchlinski et al. 1995), and the
alpine lizard Psammodromus algirus (Zamora-Camacho et al. 2016). In the present study, LPS-
challenged lizards raised their body temperature but maintained it within the limits of their Teet,
avoiding maximum critical temperatures (CTmax; Fig. 3). In this way, lizards under a pathogen
threat may enhance their immune response, while at the same time maintaining enzymatic
functions, locomotor performance and, ultimately, securing their survival (Angilletta 2009).

Changes in body temperature of a few degrees °C above normothermia as a consequence of
pyrogenic infection have a significant energy cost (Sherman & Stephen 1998). Adult males did
not show significant changes in BC while in captivity (from capture to 72h after the LPS
experiment); nor did BC differ between control and treatment lizards. On the other hand,
newborns treated with LPS (unlike controls) showed a significant decrease in BC over time.
This indicates an allocation of fat reserves to the immune response, pointing out the newborns’
vulnerability to pathogens and the consequent selective pressure that pathogens exert on natural

populations. Present results confirm our prediction since LPS-challenged newborns seem to
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have compromised their body condition at expenses of maintaining body temperatures within
a narrow range of Teet.

Environmental constraints on thermoregulation seem to play a key role in the immune
responses of Liolaemus. The only study that focused on thermoregulatory responses to LPS in
Liolaemus genus, has been carried out in a phylogenetically close related species L. sarmientoi
(Duran et al., 2020). Both L. kingii and L. sarmientoi demonstrated a large gap between the Ty
they can attain in the field, and the T, obtained in a thermal gradient in the laboratory.
Liolaemus Kkingii inhabits milder environments (air temperature 10.28 °C) than the
southernmost L. sarmientoi (8.64 °C) (mean air temperatures during the activity period of
lizards, September to April, were obtained from CONICET historical data registered for studies
of global warming for Argentina, 3CN database, http://3cn.cima.fcen.uba.ar/index1.php from
1960 to 2010). Therefore, environmental differences appear to have shaped distinct
evolutionary pathways for thermal responses to immune challenges: hypothermia in L.
sarmientoi (Duran et al. 2020) or maintenance of high and stable Tpin L. kingii.

Environmental changes caused by anthropogenic impact, such as the use of the land for
animal production or mineral extraction, as well as climate warming could trigger niche
tracking, challenging resident populations with new pathogens threats requiring an acceleration
of adaptive evolution for population viability. The present study shows the capacity of lizards
to cope with immune challenges by means of behavioral thermoregulation, but also points out

that such thermoregulatory demands can be detrimental to the body condition of newborns.
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Figure Captions

Figure 1. Box plot of the effect of the injection on the right posterior sole pad (PHA, treatment;
black box) and on the left posterior sole pad (PBS, control; white box) in adult males of
Liolaemus kingii performed to analyze the inflammatory responses during the experiment. The
medians, 5%, 25%, 75% and 95% percentiles of the frequencies are indicated. Asterisks
indicate significant differences between the treatment and control groups (P < 0.05). The letters
indicate the differences among the four treatment groups: previous, 2h, 20h, and 48h after the

injection of PHA (P < 0.05).
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Figure 2. Mean preferred body temperatures (Tp) and their standard deviations during LPS-
treatment or PBS-control over time (24h before and 2h, 24h, 48h, and 72h post-injection) for

individuals of Liolaemus kingii. Dashed line indicates the mean Ty before injection.

Figure 3. Mean preferred body temperatures (T,) of each of the treated individuals (LPS,
treatment; on the left) and control individuals (PBS, control; on the right) over time (h) for
males (a) and newborns (b) of Liolaemus kingii. The mean Ty, upper Tset, lower Tset, mean Tp

max, and mean Tp min recorded before the trials are shown.
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