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RESUMEN

La vida en ambientes salinos representa un desafio fisiolégico para las aves, en
particular para las especies del orden Paseriformes. La ausencia de una glindula nasal en
este grupo explicarfa la escasa presencia de paseriformes en ambientes marinos, sin
embargo los potenciales costos energéticos, que a su vez incrementarian la produccion
de especies reactivas de oxigeno, podrian contribuir a explicar este patron. En este

estudio se realizaron mediciones de la tasa metabdlica basal (BMR)_y-estimadores del

estatus oxidativo en muestras de sangre de tres especies del género Cinclodes que
habitan las costas marinas y aguas continentales en Chile. Ademds, se realiz6 un anélisis
de isdtopos estables (AIE) de carbono y nitrégeno de plumas y sangre para estimar la
contribucién de presas marinas/terrestres a su dieta. Los resultados revelaron que C.
nigrofumosus es la especie con mayor contribucién marina a su dieta, a diferencia de C.
fuscus con incorporacion de recursos maés terrestres. Por otro lado, C. oustaleti presenta
mayores valores de BMR corregidos por la masa corporal y C. fuscus los mayores
valores de capacidad antioxidante total. Los resultados s:ugieren que los individuos
desarrollan mecanismos de ajuste metabdlicos para lidiar con las exigencias

osmorregulatorias, y que ademds existen diferencias entre especies en cuanio a




fesistencia al estrés oxidativo, el cual no estarfa inducido de una manera lineal por el

consumo de recursos marinos. Este estudio presenta evidencia novedosa acerca de la

existencia de un efecto de las caracteristicas ecoldgicas de las especies de aves sobre su

estatus oxidativo.
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ABSTRACT

Life in saline environments represents a physiological challenge for birds, particularly
for species of the order Passeriformes. The absence of a nasal gland in this group would
explain the scarce presence of passerines in marine environments; however the potential
energy costs, which in turn would increase the production of reactive oxygen species,
could help explain this pattern. In this study, measurements of the basal metabolic rate
(BMR) and oxidative status estimators were performed in blood samples from
individuals of three species of the Cinclodes genus inhabiting marine and freshwater
coastal areas in Chile. In addition, a stable isotope analysis (SIA) of carbon and nitrogen
from feathers and blood was carried out to estimate the contribution of marine /
terrestrial prey to their diet. The results revealed that C. nigrofumosus is the species with
the highest marine contribution to its diet, whereas C. fuscus incorporated mainly
terrestrial resources. On the other hand, C. oustaleti presents higher values of mass-
corrected BMR and C. fuscus the highest values of total antioxidant capacity. The results
suggest that individuals develop mechanisms of metabolic adjustment to deal with
osmoregulatory requirements, and that there are also differences between species in

terms of resistance to oxidative stress, which would not be induced in a straightforward

xii




manner by the consumption of marine resources. This study presents novel evidence
about the existence of an effect of ecological features of bird species on their oxidative

status.
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INTRODUCCION

Los ambientes costeros marinos y de salares representan habitats estresantes desde el
punto de vista osmorregulatorio para la mayorfa de las aves, ya que la ingestién del agua
como un gran nimero de presas disponibles, que se encuentran en equilibrio osmético
con el ambiente, produce una carga salina significativa (Sabat, 2000; Gutiérrez, 2014).
Diversos estudios comparativos han documentado que el tamafio y funcién de la
glandula nasal y los rifiones son determinantes en el éxito de explotar habitats salinos.
En consecuencia, ¢l tamafio y funcion de érganos osmorregulatorios en aves es afectado
por la salinidad del héabitat, la carga salina, entre otros factores (Sabat & Martinez del
Rio, 2002; Gutiérrez et al., 2012). Ademds, diversos autores sugieren que la ingesta de
sales y compuestos osmdticos se traducirian en costos energéticos significativos,
proponiendo que la funcién osmorregulatoria aumenta las tasas metabélicas en aves
silvestres (Nehls, 1996; Gutiérrez et al., 2011) y en aquellas aclimatadas al consumo de
sal (Pefia-Villalobos et al. 2013). Por ejemplo, Gutierrez et al. (2012) encontraron que la
tasa metabdlica basal (BMR) es significativamente menor en playeros que poseen acceso
a agna dulce en comparacion con sus homoélogos marinos. Sin embargo, es importante

sefialar que otros factores ecolégicos que probablemente influyen en la BMR, como el




tipo de dieta, la disponibilidad de recursos y el clima (gj., temperatura y estacionalidad)
también varian entre los hébitats (Tieleman & Williams, 2000; Tieleman et al.,, 2003,
Cavieres & Sabat, 2008; Swanson, 2010). En ese sentido, obtener un indicador de la
carga osmotica especifica para cada caso de estudio (poblaciones o especies) resulta

imprescindible para establecer los mecanismos que subyacen a los cambios metabolicos.

Por otro lado, un incremento en la actividad metabolica traeria consigo una alta
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como subproducto de la formaci6n
de ATP (Costantini & Verhulst, 2009), cuya acumulacién puede provocar dafio celular,
riesgo de enfermedades e incluso la muerte (Dowling & Simmons, 2009; Monaghan et
al., 2009; van de Crommenacker et al., 2010; Selman et al., 2002). Sin embargo, las
células cuentan con diversos mecanismos de proteccion y/o reparacion del dafio
provocado por ROS. Uno de estos es contar con un sistema de antioxidantes enzimaticos
(superoxido dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa) y no enzimaticos (glutation,
tocoferol, 4cido urico, carotenocides y vitamina E, entre otros) (Pamplona & Costantini,
2011). Un desequilibrio en los niveles de pro-oxidantes vs. antioxidantes puede conducir
a un dafio oxidativo, y por consiguiente incrementar el estatus oxidativo de un individuo
(Sies, 1991; Halliwell & Gutteridge, 2007). Si bien se ha demostrado que el aumento de
la funcién osmotreguladora se asocia positivamente con el estrés en invertebrados y
peces (Martinez-Alvarez, 2002; Tremblay & Abele, 2015; Velez et al., 2016), son
escasos los estudios que aborden cdmo la ingesta de sal y los cambios en las condiciones

osméticas pueden aumentar la produccién de ROS y causar dafio oxidativo en las aves.




Recientemente Sabat et al. (2017) proponen que otro costo potencial de la funcién
osmorregulatoria, mediante la aclimatacién al consumo de sales, es el incremento de la
capacidad antioxidante de algunos tejidos (higado y plasma), y por ende del estatus

oxidativo en aves.

Como sefialan Beaulieu & Costantini (2014), diferentes especies de vertebrados pueden
responder diferencialmente al estrés hidrico. Por lo tanto, una pregunta interesante que
merece una mayor exploracion es si existen diferencias en la capacidad de respuesta de
la capacidad antioxidante de diferentes especies de aves (e individuos, ver Rainio et al.,

2013), sometidas a diferentes usos de recursos salinos (por ejemplo, marinos).

Las condiciones de la vida en ambientes costeros y de salares representa un desafio
adicional para las especies de aves pertenecientes al orden Passeriformes, dado que no
poseen gldndulas de la sal funcionales (Shoemarker, 1972), y la mayoria de estos posee
una capacidad limitada de concentrar la orina (Goldstein & Skadhauge, 2000; Sabat &
Martinez del Rio, 2002; Sabat et al., 2006). Solo un escaso nimero de paseriformes han
colonizado de forma natural los ambientes costeros, entre ellos especies del género
Cinclodes (Furnariidae). Especies pertenecientes a este grupo habitan las interfaces
tierra-agua (por ejemplo, arroyos, praderas y playas), presentando variacion inter e
intraespecifica en cuanto al uso de hébitat en Chile (Sabat, 2000; Sabat & Martinez del
Rio, 2002). Por ejemplo, el churrete costero (Cinclodes nigrofumosus) es un habitante
estricto de las playas del litoral chileno. Por su parte, sus congéneres, el churrete

acanclado (Cinclodes fuscus) y el churrete chico (Cinclodes oustaleti) presentan una




gran variabilidad en el uso de recursos marinos, tanto a nivel temporal (estacional) como
geogrifico (Sielfeld et al., 1996; Jorge et al., 1998; Sabat, 2000). Dado esto, es posible
esperar que presenten una capacidad de respuesta fisiologica diferencial frente a una
variacion en el uso de recursos marinos. Por lo tanto, el consumo de sal y el consiguiente
aumento de la funcién osmorregulatoria conducirdn a un aumento de la produccion de
radicales libres, traduciéndose en un aumento en los niveles de antioxidantes y/o un

mayor dafio oxidativo.

Considerando las caracteristicas ecologicas de las especies de Cinclodes y su relacién
con la carga osmdtica diferencial que éstas presentan en la naturaleza, es posible esperar
que C. nigrofumosus presentard mayores valores de BMRc, dado por la alta carga
osmética asociada a la composicién de su dieta, y a su vez esto conllevard a mayores
valores de antioxidantes circundantes en el sangre que sus congéneres C. fuscus y C.

oustalei.

Los objetivos de esta tesis son: 1) determinar la incorporacién relativa de fuentes
marinas y terrestres a la dieta natural en cada especie, 2) evaluar los costos metabolicos

asociados a la ingesta de sales y 3) determinar si existe una asociacién entre el estado

oxidativo y la funcién osmorregulatoria.




MATERIALES Y METODOS

1. Captura de aves.

Los animales fueron capturados con redes niebla y/o trampas de piso en la costa de Chile
Central, en las localidades de Algarrobo (33°22'09"S 71°40'05"0), El Quisco (33°24'S
71°42'0), Los Molles (32°14'22"S 71°30'54"0) y en la Cordillera de los Andes, en
Farellones (33°21'3”S 70°18'50"0) durante los periodos de mayo de 2016 a agosto de

2017.

2. Toma y preparacion de muestras.

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena humeral de cada ave inmediatamente
después de su captura. Estas fueron extrafdas con capilares heparinizados y no
heparinizados, y centrifugadas a 10,000 g por 10 minutos a 4°C. Finalmente se removid

el plasma y se almacend a -80°C para realizar los andlisis bioquimicos.




3. Mediciones de laboratorio.
3.1. Medicién de Tasa Metabdlica Basal.

Los costos de energia de mantencién (BMR}) fueron determinados a través del consumo
de oxigeno usando un sistema de respirometria de flujo continuo (FoxBox, Sable
Systems®, Nevada). Las aves se ubicaron en cdmaras metabdlicas con temperatura
controlada y recibiendo aire libre de agua y CO. (removido mediante columnas de
Drierite y absorbente de CO,), y con un flujo controlado a 750 mL/min. El flujo de aire
fite mantenido a = 1% por el controlador asociado al flujémetro de masa del sistema
FoxBox. La concentracién de O se registré durante 8 horas por individuo durante el
periodo de inactividad (entre 20:00-06:00). El consumo de oxigeno fue calculado de

acuerdo a la siguiente ecuacién de Lighton (2008):
VO, =FR x 60 x (F; O, — F 02)/ (1 - F;i o)

En donde FR es el flujo en mL min~' y FiO, and F.O, son las concentraciones
fraccionales del flujo de oxigeno de entrada y salida de la cdmara metabdlica,

respectivamente.




3.2 Analisis bioquimicos,

Los tejidos fueron descongelados y previamente diluidos 10x y homogeneizados con
PBS 1x, para luego centrifugarlos a 10,000 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue

almacenado inmediatamente a -80°C hasta la medicion de cada ensayo.

3.2.1 Capacidad Antioxidante Total (TAC).

Los niveles de antioxidantes totales se utilizan como indicadores de la integracion de los
niveles endégenos y exdgenos presentes en un tejido para hacer frente a la produccion
de ROS. Para su determinacién se utilizé el Métode de CUPRAC (CUPric Reducing
Antioxidant Capacity) tal como lo describe Apak et al. (2004). El ensayo (Cell Biolabs
#STA-360) se basa en la reduccién de Cu*en Cu’por antioxidantes como el 4cido
firico. Una vez reducido el i6n cobre reacciona con un reactivo cromdgenc de
acoplamiento que produce una coloracién con una absorbancia méaxima a 490nm. Los
valores netos de absorbancia de los antioxidantes son comparados con una curva

estandar de dcido urico conocida.

3.2.2 Peroxidacion lipidica (TBARS).

La peroxidacion lipidica es un indicador de dafio oxidativo en las membranas celulares y

fue evaluada mediante la medicién del 4cido tiobarbitirico descrito por Ohkawa et al.




(1979). El ensayo (Cell Biolabs OxiSelectTM, San Diego, CA; # STA-330) evaltia un
producto 1:2 formado entre Malondialdehido (MDA) y Acido tiobarbitirico (TBA); La
combinacién MDA-TBA es determinado por colorimetria con una absorbancia méxima

de 532 nm,

3.3 Analisis de is6topos estables

Una submuestra de la sangre colectada fue secada a 80°C durante una semana. Ademds
se colectaron plumas primarias de cada individuo, lo cual corresponde a los recursos
asimilados durante el periodo de muda, lo cual ocurre durante el verano austral en
Cinclodes. La composicién isotdpica de la sangre, corresponde a los recursos dietarios

asimilados durante ~10-20 dfas previos a la captura.

Los valores de is6topos de Carbono (6"°C) y nitrégeno (5'°N) fueron medidos con un
analizador elemental Costech 4010 (Valencia, CA) en el Centro para Isétopos Estables
de la Universidad de Nuevo México (Albuquerque, NM). Los valores de 3°C y 8"°N son

reportados usando notacion delta estandar (8) en partes por mil (%o) como:

8X = (Rinuestra/Restindar = 1)

donde Ryyestra ¥ Restinder SO0 las proporciones del isdtopo pesado a ligero de la muestra y

la referencia, respectivamente. La precision analitica (SD) de mediciones en tejidos

proteicos animales para 8°C y 8N es de 0,2%o.




4. Analisis estadisticos.

Para determinar si existen diferencias significativas entre tejidos y la composicién de
cada isdtopo entre las especies, se realizaron ANOVAs de una via entre especies. Para
determinar diferencias en la tasa metabdlica basal se realizo una ANCOVA utilizando la
masa corporal como covariable, luego de transformar los valores mediante logio.
Ademas se estimd la asociacién entre variables mediante andlisis de regresién lineal
simple, desarrollado con el paquete STATISTICA (StatSoft Inc., 2004). Los niveles de
antioxidantes totales (TAC) y dafio por peroxidacién lipidica (TBARS) fueron
analizados mediante pruebas de varias muestras, arrojando valores de permutacién
debido al bajo mimero de muestra en el programa PAST (Hammer et al., 2001). Las
diferencias entre especies, tejidos e isGtopos fueron determinadas mediante test a
posteriori de Tukey sobre los valores absolutos y sobre las medias de minimos

cuadrados (i.e., valores después de la correccion por la masa) para el caso de BMRe.

La amplitud de nicho isotopico de las especies de Cinclodes fue estimada a partir de las
drcas totales del poligono minimo convexo (TA), y a partir de las dreas de las elipses
estandar (SEA) basada en los valores de 5C y 8'°N (véase Jackson et al., 2011). Para
realizar comparaciones estadisticas de la amplitud de nicho isot6pico, se utiliz6 una
aproximacién Bayesiana (Stable Isotope Bayesian Ellipses in R: Jackson et al. 2011
[SIBER]) para construir el area de la elipse estdndar Bayesiana (SEAg). Este método
utiliza simulaciones de cadena Markov Monte Carlo (MCMC) con 10,000 interacciones

para SEAp, permitiéndonos calcular la probabilidad de que un grupo particular tiene una



menor amplitud de nicho isotdpico que otro grupo (Jackson et al. 2011). Para las
representaciones graficas se utilizaron los valores de SEAc, la que incorpora una
correccidén para tamafios muestrales pequefios. Estos andlisis fueron realizados

utilizando el paquete SIAR en R (Parnell et al. 2010; R Development Core Team, 2012).
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RESULTADOS

Uso de recursos: Ecologia Isotdpica

Los resultados del ANOVA revelaron que para ambos tejidos las marcas isotopicas de
carbono, nitrogeno ¢ hidrdgeno, presentaron diferencias significativas entre las especies
(véase Tabla 1 para los valores promedio y Tabla 2 para estadistica). Especificamente,
los resultados indican que Cinclodes nigrofumosus es la especie con mayor
incorporacién de fuentes marinas a su dieta y Cinclodes fuscus con mayor incorporacion
de fuentes terrestres. Por otro lado, Cinclodes oustaleti presentd valores enriquecidos en
13C (valores més positivos de 5'C) en la sangre, sugiriendo una mayor incorporacién de
fuentes marinas a su dieta, sin embargo, la composicion isotdpica de la pluma refleja uso

de recursos mayoritariamente terrestres (mas negativos en 52C).

11




Tabla 1. Valores de isdtopos estables (8C, 8'°N y 8°H + SD) para dos tejidos en las
tres especies de Cinclodes (promedio * desviacion estandar). Letras diferentes
representan diferencias isotopicas entre especies y asteriscos diferencias isotépicas entre

tejidos.

Sangre Pluma
C. nigrofumosus (n = §)
8C -14,4+21° -14,1+1,3"
8N 16,5+ 1% 18+1"
8°H 69,5 + 15,6" -53,5+15,6"
C. fuscus (n= 16)
§83c 22+3,3" 22,423
515N 8§+3,7" 6,1 +2,9°
§2H 1042 +13,9° 92,9 162"
C. oustaleti (n=11)
§°C -16,8 + 4" 21,225
8N 12,3 +4% 49+26"
5H 98,8 +12,4* 12241595

Tabla 2. ANOVA de una via para los diferentes tejidos e isétopos analizados, entre

especies.

F df P
Sangre
§13C 16.852 2,26 0,00002
SN 15.342 2,25 0,00003
&°H 8.893 2,11 0,005
Pluma
stC 47.806 2,28 <0,05
5°N 73.914 2,28 < 0,05
5°H 23.231 2,18 0,00001
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Figura 1. Valores de 8"°C y 8'°N obtenidos a partir del analisis de sangre (panel
superior) y pluma (panel inferior). Los simbolos representan la composicién isotopica de
cada individuo de C. nigrofumosus (circulos cerrados), C. fuscus (circulos abiertos) y C.
oustaleti (tridngulos), para cada tejido. Las elipses (negro, verde y rojo, respectivamente)
fueron incluidas para estimar el nicho isotépico de cada especie.
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Tabla 3. Arca total del poligono convexo minimo (TA), drea de la elipse estdndar
(SEA), drea de la elipse estandar corregida por el tamafio de muestra mas pequefio
(SEA() y 4rea de la elipse estandar Bayesiana (SEAp mds el intervalo de confianza al
95% en paréntesis). La probabilidad resultante de la proporcion de extracciones
posteriores de SEAp para un grupo (CN, CF o CO) fue menor que la del otro grupo y se
muestra para la comparacién estadistica de las amplitudes de nicho isotopicos.
Diferencias estadisticas entre grupos fueron denotadas por “*”,

Tejido/Especie TA SEA SEAc SEAR(CI) <CN <CF <CO
Sangre

C. nigrofumosus 3,14 2,22 2,66 4,5(2,2-9,2) - 0,99* 0,98*
C. fuscus 4343 19,38 20,99 192(114-32,1) - - 0,16
C. oustaleti 1520 9,64 11,56 12,8(6,3 -25,6) - - -
Pluma

C. nigrofumosus 5,51 3,57 4,16 4,2 (2,1-8,1) - 0,99*% 0,99*
C. fuscus 50,48 19,86 21,39 19,2(11,6-3.7) - - 0,18
C. oustaleti 23,15 14,09 16,45 13,4(6,8-25,7) - - -
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Energética y masa corporal

Los analisis de ANCOVA sobre los valores de log;o de BMRc arrojaron diferencias
significativas entre las especies (Tabla 4). El andlisis a posteriori revelo que los valores
corregidos por la masa (media de minimos cuadrados) fueron mayores en C. oustaleti
que en C. nigrofumosus (p = 0,004) y que en C. fuscus (p = 0,001). Los valores de
BMRec de C. nigrofumosus y C. fuscus presentaron diferencias que se encuentran en el

limite de la significancia (p = 0,07).

Tabla 4. Valores de Tasa metabdlica basal (BMR), tasa metabdlica masa-especifica
(BMRm), tasa metabélica basal corregida (BMRc) y masa (mb) de las tres especies de
Cinclodes (promedio = desviacion o error estdndar). Letras diferentes representan
diferencias significativas entre especies.

BMR BMRm

(mlOh) (MmO h'g")  mb(p) BMRc
C. nigrofumosus (n=8)  147,1+9,15* 1,94+023" 74918 28,84+1,69°
C. fuscus (n=16) 83,9+6,28°  2,72x0,16° 322x13 77,62+ 1,07
C. oustaleti (n=11) 69,9+781°  278:020° 249+1,6 223,87+148"
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Estrés oxidativo

Los valores de Capacidad Antioxidante Total presentaron diferencias significativas entre
las especies (Fi2,15 = 6,67; p = 0,008) (Figura 2), en donde C. fuscus presentd mayores
niveles de TAC plasmaticos que sus congéneres C. nigrofumosus y C. oustaleti. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas en los niveles de Peroxidacitn lipidica entre

las especies (Fo,8) = 0,33; p = 0,73).

Por filtimo, a partir de un analisis de regresion, se obtuvo una asociacién negativa (r = -
0,64; Fy,127 8,25; p = 0,014) entre los niveles de antioxidantes totales y los valores de
§'*C cuando se consideran todos los individuos en su conjunto (Figura 3). Este resultado
indica que individuos con dietas de origen mds terrestre poseen mayores niveles de
antioxidantes totales. Por otro lado, se obtuvo una asociacic’m!positiva (r=0,54; Fu,16=
6,58; p = 0,021) entre los niveles de antioxidantes totales y la tasa metabélica basal masa
especifica de cada especie, en donde especies con mayor BMR masa-especifico

presentan mayores niveles de TAC (Figura 4).
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Figura 2. Anilisis de Capacidad Antioxidante Total (superior) y Peroxidacion lipidica
(inferior) en las tres especies del género Cinclodes. Letras diferentes representan
diferencias significativas entre grupos (p < 0,05).
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individuos de tres especies de Cinclodes.
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especifica (p = 0,02) de los individuos de tres especies de Cinclodes.
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DISCUSION

Diferencias en la incorporacion de recursos: Especies especialistas y especies

generalistas

Los isétopos estables han sido ampliamente utilizados en ecologia ya que proveen de
informacién que permite explorar, entre otros, el uso de recursos (nicho isotopico) de
especies y poblaciones y la estructura tréfica de comunidades (Bearhop et al., 2004;
Layman et al., 2007; Schmidt et al., 2007). Su aplicacién incluye variables directamente
relacionadas con el uso de recursos marinos, lo que permite entender los posibles efectos

de la salinidad sobre la fisiologia de las aves (Sabat et al., 2006; Masero et al., 2017).

La composicién isotépica presente en cada tejido depende del tipo de alimento (Hobson
& Clark, 1992) y de la tasa de incorporacién de proteinas en los tejidos. La sangre es un
tejido con altas tasas de recambio de proteinas, reflejando la composicion isotopica de
los alimentos que fueron ingeridos en un corto periodo de tiempo (e.g., dias). Por otro
lado, tejidos con tasas relativamente bajas de recambio, como las plumas, retienen la
composicién isotGpica de los alimentos ingeridos durante la época de muda (Martinez

del Rio et al., 2009; Sabat et al., 2006). Asi, al comparar la composicion isotépica de
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tejidos con diferentes tasas de recambio es posible identificar individuos/poblaciones
que cambian sus dietas en algunos periodos del afio de individuos con dietas
relativamente constantes. De acuerdo a los AIE, C. nigrofumosus es la especie que
ingiere alimentos mds enriquecidos en Be, tiene un nicho isotépico estrecho y no
presenta variaciones en la composicién isotopica de sus tejidos, por lo que mantendria
una dieta marina constante a lo largo del afio. Los valores de 87°C en esta especie
concuerda con lo reportado anteriormente ya que es un ave especialista y habitante de
las costas marinas (Couve et al., 2016) y que se alimenta principalmente de
invertebrados benténicos, tales como moluscos y crustdceos (Sabat et al., 2006). En las
zonas intermareales los productores (algas) tienden a presentar mayores valores de 8¢,
luego estos son consumidos por invertebrados marinos y estos a su vez por otras
especies del intermareal, conservando la marca isotépica de lo que consumieron (Wang

& Yeh, 2003; Martinez del Rio et al., 2009).

A su vez, la diferencia en la composicion isotdpica entre la sangre y plumas de C.
oustaleti dan cuenta de cambios estacionales en su dieta. Esta especie es migratoria
altitudinal (Sabat & Martinez del Rio, 2002) y los cambios en su dieta responderian a los
cambios en la disponibilidad de recursos y a la variacién en el uso de ambientes de alta y
baja altitud (Newsome et al., 2015). La amplitud de nicho isotépico de esta especie es
relativamente amplio, pero no es significativamente distinto del nicho isot6pico de C.
fuscus, quien por su parte no presenté variacién isotépica entre los tejidos y su dicta esta

basada principalmente en recursos terrestres relativamente empobrecidos en 3¢ (valores
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de 8°C maés negativos). La amplitud de su nicho isotdpico (ver Figura 1 y Tabla 3)
estarfa reflejando diferencias intraespecificas en cuanto a la seleccién de recursos, dado
que hay individuos que presentan una alta incorporacién de fuentes marinas a su dieta.
De acuerdo a diversos autores, C. fuscus habita las costas de Chile durante invierno y
zonas de mayor altitud en épocas de verano (Simeone et al., 2008; Newsome et al,,
2015; Couve et al., 2017). Previamente Bletzer (1997) determiné una dieta bent6faga
para esta especie, luego Meerhoff et al. (2013) comprobaria que C, fuscus se alimenta de

gastropodos intermareales.

En resumen, y siguiendo la nomenclatura sugerida por Martinez del Rio et al. (2009) los
andlisis de nicho isot6pico revelan que C. nigrofumosus es la especie especialista
isétopico y dietario, C. oustaleti es generalista isdtopico y dietario y por 1ltimo que C.

fuscus es una especie especialista isdtopico, pero generalista dietario.

Afustes metabdlicos asociados a la ingesta de sales

Diversos autores han determinado que la ingesta de sales representaria un costo
energético significativo para las aves, limitando su distribucién y colonizacién de los
distintos ambientes (Nehls, 1996; Gutiérrez et al., 2011). Al mismo tiempo, €l consumo
de sales o productos con alta carga salina incrementaria las tasas metaboélicas de los

individuos (Gutiérrez et al,, 2012; Pefia-Villalobos et al,, 2014). Sin embargo, es
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importante considerar que existen diversos factores que influenciarian las tasas
metabdlicas, como la predictibilidad de recursos y el clima (e.g., temperatura y
estacionalidad) (Tieleman & Williams, 2000; Tieleman et al.,, 2003; Cavieres & Sabat,
2008; Swanson, 2010). En este sentido el presente estudio difiere de los anteriores dado
que nosotros estimamos la carga osmdtica relativa a través de los datos isot6picos, lo
que surge de la correlacién entre la concentracién de sales en el contenido estomacal y el
§'3C de ese contenido (Figura 3, Sabat & Martinez del Rio, 2002). De esta manera, el
presente estudio permite utilizar la marca isotdpica de los tejidos para estimar el uso de
recursos marinos/terrestres e indirectamente la carga osmdtica a la cual estdn sometidos

los animales.

Contrario a lo esperado, la mayor tasa metabolica (corregida por la masa) no esta
presente en la especie especialista marina. En efecto, la mayor BMRc fue encontrada en
C. oustaleti la que exhibe una variacion estacional significativa en el uso de recursos
marinos (i.c., una diferencia entre tejidos, s1°C pluma si3c sangre = 4,4 Y60, comp-arado con
el 0,2 y 0,3 presentado por C. fuscus y C. nigrofumosus, respectivamente). Ademads, el
andlisis de 8°H en ambos tejidos revela que C. oustaleti es una especie que presenta una
variacién inter-tejidos importante, lo que no ocurre en las restantes especies. Estos
resultados permiten inferir que las tres especies presentan estrategias migratorias

altitudinales diferentes. Aplicando una correccion del 17%o dada por la diferencias de los
factores de discriminacién tejido-especifica de 8°H entre pluma y misculo en Cinclodes

(véase Newsome et al., 2015} y una tasa de caida altitudinal del 8*H en las
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precipitaciones de 8-10%. / 500 m (Hardesty & Fraser, 2010), permiten estimar altitudes
en la época de muda entre 2000 y 2500 m.s.n.m. para los individuos de C. oustaleti de la
zona central de Chile. Estos valores se corresponden con lo encontrado previamente por
Newsome et al. (2015). De esta manera, C. ousfaleti presenta una migracién altitudinal

considerable, lo que conlleva un cambio de dieta terrestre a marina de manera estacional,

Entonces, los mayores niveles de gasto energético de reposo encontrados en C. oustaleti
y menores en C. nigrofumosus y C. fuscus, podria explicarse por dos hipétesis no
excluyentes. Primero el menor BMRc de la especie especialista marina C. nigrofumosus
podria ser el resultado de ajustes fisiologicos en una escala evolutiva lo que permitiria
compensar las demandas energéticas osmorregulatorias observadas en aves sometidas a
un estrés osmético agudo (i.e., aclimatacion y carga salina; véase Gutierrez et al., 2012;
Sabat et al., 2017). En paralelo, se ha documentado que los animales del centro de Chile
pueden mostrar respuestas funcionales a ambientes dridos. Por ejemplo, las aves y los
roedores de las zonas aridas poseen una menor pérdida de agua por evaporacién, lo que
se logra reduciendo la permeabilidad de la piel (Muiioz-Garcia & Williams, 2005) pero
ademds el poseer tasas metabolicas mas bajas (Bozinovic & Contreras, 1990; Cortés et
al., 2000; Sabat et al., 2006), las que se ven favorecidos en ambientes dridos porque la
produccién de calor end6geno es menor y por lo tanto los requerimientos de agua para el
enfriamiento por evaporacién se reducen (Maloney, 2008; Williams, 1996). En este
sentido, para la mayoria de las aves y otros vertebrados terrestres, los ambientes marinos

y salinos son esencialmente secos. Esto es asf porque las aves en general solo disponen
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de agua salada para beber, y casi todas las presas disponibles (especialmente
invertebrados) estan en equilibrio osmético con el ambiente. De esta manera, el menor
BMRc encontrado en C. nigrofumosus es probablemente una consecuencia de la
explotacién de presas cargadas de sal con altas cargas osméticas, que, a su vez, pueden
imponer la necesidad de la conservacion del agua (véase Sabat et al., 2004b). Para el
caso de C. fiscus, el consumo de presas mayoritariamente terrestres redundaria en una
menor necesidad de conservacion de agua y por lo tanto un relajo en las presiones
selectivas por una tasa metabolica menor, lo que explicaria los valores intermedios de

BMRec.

Alternativamente, los mayores valores de BMRc en C. oustaleti podrfa asociarse a su
modo de vida generalista. Asi, C. oustaleti presenta cambios estacionales en la carga
osmotica de sus presas, la que es enfrentada mediante modificaciones pldsticas de su
fenotipo renal (Sabat et al., 2004a). Sin embargo, los cambios medijante aclimatacion en
la fisiologia y la morfologia pueden ser una tarea costosa, que a su vez puede aumentar
las tasas metabolicas. Tales "costos de plasticidad fenotipica” (ver Pigliucci, 2001}
pueden deberse a modificaciones en la masa de 4rganos y cambios en los niveles de
enzimas y aumentos en las concentraciones séricas de hormonas tiroideas como se ha
demostrado en aves {Krebs, 1950; Williams & Tieleman, 2000; Vezina & Williams,
2005; Swanson & Thomas, 2007; Sabat et al, 2017). Finalmente, los cambios
estacionales en la dieta de C. oustaleti, evidenciados por el AIE también revela que esta

especie presenta una migracién altitudinal importante. En este sentido, se ha
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documentado que aves migratorias poseen tasas metabdlicas mayores que los no
migratorios (Masero et al., 2017) despuds de corregir incluso por filogenia. (véase

Figura I, Jetz et al., 2008).

Estado oxidativo en aves silvestres

Beaulieu & Costantini (2014), sugieren que los vertebrados presentan respuestas
especie-especificas frente al estrés hidrico. Por su parte, los invertebrados marinos
también mostrarian respuestas diferenciales frente al estrés salino (Freire et al., 2011;
Tremblay & Abele, 2015). Sin embargo, la capacidad de respuesta antioxidante de las
especies de aves que utilizan diferentes proporciones de recursos salinos (marinos) ha
sido poco explorada (Rainio et al., 2013). Uno de los objetivos de esta investigacién fue
determinar si existe una asociacion entre el estado oxidativo y la funcién
osmorregulatoria en especies de aves que utilizan diferencialmente recursos de

ambientes costeros marinos y de agua dulce.

Nuestro estudio revelé una asociacién negativa entre la actividad antioxidante del
plasma y la carga salina a la que estin sometidos. Especificamente, aquellas especies
con mayor consumo de presas marinas (C. nigrofumosus y C. oustaleti) presentan baja
capacidad antioxidante total (TAC), en comparacion a C. fuscus que consumen presas

mds terrestres (i.e., empobrecidas en °C con valores mas negativos de 8"°C) y que
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presentaron los mayores valores de TAC (Figura 2). Este patron se ve apoyado ademads
por el hecho de que al analizar los datos individuales en su conjunto (esto es agrupando
todos los individuos de las tres especies) se da una correlacién negativa entre los niveles

de TAC en el plasma y la marca isotdpica de 8!%C (Figura 3).

Las moléculas antioxidantes son sintetizadas (o consumidas) con el propdsito de
proteger al organismo, evitando que altos niveles de prooxidantes conduzcan al dafio
oxidativo (Costantini & Verhulst, 2009). En ese sentido, la ausencia de diferencias entre
las especies en los valores de peroxidacion lipidica del plasma mas los resultados de
capacidad antioxidante, revela que las tres especies estarian sometidas a diferentes
niveles de prooxidantes, pero que los antioxidantes cumplirian su funcién

compansatoria.

Estos resultados, sin embargo, difieren de lo esperado, ya que recientemente Sabat et al.
(2017) documentaron que la aclimatacién al consumo de sales incrementa las defensas
antioxidantes, modificando asi el estatus oxidativo del paseriforme Zonotrichia capensis.
A partir de esto se¢ esperaba encontrar altos valores de antioxidantes en C. nigrofumosus,
la especie marina y niveles menores en las especies mas generalistas. Sin embargo, esto
supone que la respuesta a una aclimatacion aguda (en el laboratorio) debiera ser similar,
sino en magnitud al menos en el sentido del cambio, a la aclimatizacién o adaptacion

evolutiva a ciertas condiciones ambientales, en este caso, al consumo de sales.
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Desde este punto de vista, C. nigrofumosus y C. oustaleti son especies especializadas en
la utilizacién de recursos marinos, ya sea de forma constante o estacional. En el caso de
C. nigrofumosus, adaptado a habitar zonas costeras, es que ha desarrollado una fisiologia
inusual dentro del orden Passeriformes, presentando grandes tamafios renales y una alta
proporcién de médula renal, lo que le permite concentrar la orina de una manera inusual
en aves (Sabat, 2000). En paralelo esta especie presenta en términos comparativos, una
baja pérdida de agua evaporativa (TEWL) lo que le permite lidiar con las altas cargas
salinas v la deshidratacion a la vez (Sabat et al., 2004b). Por otro lado, se ha encontrado
una alta plasticidad fenotipica en la morfologia y funcién de los rifiones de C. oustaleti,
presentando caracteristicas similares a C. migrofumosus al exponerse a altas cargas
salinas (e.g., aumento en tamafio de rifiones y proporcion de medula renal; Sabat et al.,
2004a). Esta habilidad facilitaria el movimiento estacional entre ambientes marinos y de
agua fresca en esta especie (Martinez del Rio et al., 2009) sin conferirle costos
significativos desde el punto de vista del estrés salino. En este sentido, la mayor
capacidad de evitar la deshidratacion de C. wigrofumosus y de presentar ajustes
fenotipicos en C. oustaleti podrian explicar el menor efecto de la carga salina en estas
especies sobre la expresion de antioxidantes. En definitiva, debido a la menor capacidad
de lidiar con una carga osmética significativa en C. fuscus, proponemos que la inclusion
de una baja proporcion de presas marinas bastaria para producir una respuesta
significativa en los niveles de estrés, lo que a su vez produciria un aumento en los

niveles de antioxidantes totales. En este sentido, futuros estudios debieran incluir
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experimentos de aclimatacién aguda a diferentes niveles de carga osmética en distintas

especies de aves de modo de complementar los resultados de campo.

Por otro lado, los altos niveles de antioxidantes totales encontrados en C. fuscus podrian
ser explicados por diferencias en la actividad metabélica de los tejidos (y su relacion
con la masa corporal) y/o a diferencias en la composicion de la dieta. Es ampliamente
conocido que la tasa metabdlica masa-especifica sigue una relacién alométrica negativa
con la masa corporal. Asi, animales mds pequefios consumen mayores voliimenes de
oxigeno por unidad de gramo (Wang et al., 2011), teniendo mayor actividad metabolica
a nivel celular que individuos de gran tamafio. Nuestros resultados muestran una
asociacién positiva y significativa entre los niveles de TAC y la tasa metabdlica masa-
especifica (Figura 4). Si bien, la tasa metabdlica masa-especifica de C. fuscus no difiere
de la de C. oustaleti (Tabla 4), esta si podria implicar costos energéticos para la especie,
los que podria coniribuir a los mayores niveles de antioxidantes. A su vez, Buttemer et
al. (2010) propone que el potencial de estrés oxidativo es mayor en animales con menor
tamafio corporal, que en aquellos de gran tamafio. Esto debido a que la fuga de protones
de la membrana mitocondrial (proton-leak) estd inversamente relacionada con la masa
corporal (Porter et al,, 1996; Brand et al., 2003). La filtracién de la membrana
mitocondrial influye fuertemente en el gradiente de protones y, por lo tanto, en la tasa de

formacién de ROS y los niveles de antioxidantes.

Por otro lado, las dietas hiper-caldricas, es decir, con alto contenido proteico y de grasas

(en particular aquellas con una alta concentracién de 4cidos grasos poliinsaturados),

29




incrementan el dafio oxidativo y por lo tanto aumentan la capacidad antioxidante en aves
(Alan & McWilliams, 2013). Bletzer (1997), y posteriormente Meerhoff et al. (2013)
determinaron que C. fuscus se alimenta de invertebrados benténicos, moluscos
intermareales, pero principalmente de insectos. El contenido nutricional de estos altimos
estd compuesto principalmente de proteinas y grasas (Van Huis, 2011). Si bien, se ha
descrito que todas las especies del género Cinclodes son insectivoras, es probable que C.
fuscus, siendo el mas terrestre, se alimente mayoritariamente de insectos en comparacion
a sus congéneres. Al mismo tiempo, es posible encontrar 4cidos grasos poliinsaturados
de cadena larga (LCPUFA) en insectos acudticos, pero no en aquellos que son terrestres
(Hixson et al., 2015). En este sentido, Twining et al. (2016) demostraron que aves en
crecimiento suplementadas con este tipo de grasa presentan bajas tasas metabdlicas. Esto
sugiere que especies de aves con dietas mds terrestres (pobres en LCPUFA) presentarian
mayores tasas metabolicas. En esta tesis se encontré que C. fuscus es la especie més
terrestre, dado por los valores mas negativos en 8"C en sus tejidos. Por lo tanto, su dieta
estimularia un aumento en sus tasas metabdlicas, lo que incrementaria la formacion de

ROS, y por consiguiente los niveles de TAC.

Por dltimo, podria argumentarse que las diferencias interespecificas en caracteres
fisiolégicos, y/o morfolégicos asociadas al consumo de presas marinas podrian ser el
resultado o ser afectados por el origen filogenético. Sin embargo, este efecto podria
verse minimizado toda vez que se han comparado especies cuyas diferencias ecologicas

son claras y evidentes (véase Shmidt-Nielsen, 1997; Sabat et al., 2006), que ademds son
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filogenéticamente cercanas (e.g., congenéricas) y representarian un ejemplo de radiacion

adaptativa mediada por las caracteristicas osmorregulatorias (Sabat et al., 2006).

En resumen, los resultados obtenidos para las especies de aves de este estudio
evidenciarian que la funcién osmorregulatoria, dada por el consumo de recursos
marinos, no influiria de una manera simple o predecible sobre los niveles de
antioxidantes totales. Por otro lado, se sugiere que existen diferencias interespecificas en
cuanto a resistencia al estrés oxidativo y probablemente en la respuesta inmediata al

consumo de sales.

Ademds y debido a que los distintos tejidos pueden mostrar respuestas diferentes a los
factores que regulan los antioxidantes, futuros estudios debieran en lo posible aumentar
el nimero de tejidos o fluidos, tales como orina y fecas. Ademads se debiera incorporar
una aproximacién que incluya la evaluacién de distintos indicadores de estrés oxidativo
a la vez, lo que permitiria acercarnos de una mejor manera a la respuesta integrada del

estado oxidativo en aves.

Finalmente, y en su conjunto, la discrepancia entre el presente estudio y los que han
abordado el efecto de consumo de sales sobre el estrés oxidativo en aves (i.e., Sabat et
al, 2017), puede revelar una diferencia substancial entre el andlisis a nivel
intraespecifico (o de aclimatacion) y a un nivel inter-especifico (adaptacion evolutiva).

La disparidad entre estos dos niveles de analisis refleja nuestro pobre entendimiento de
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cémo la necesidad de eliminar sales y conservar agua influye en los niveles de estrés

oxidativo en aves.
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CONCLUSIONES

Los analisis de isétopos estables en sangre y plumas permitieron discriminar
individuos/poblaciones que cambian sus dietas de manera estacional de aquellas que las
mantienen relativamente constantes. Los valores isotdpicos de sangre y pluma sugieren
un uso diferencial de los recursos en respuesta a los requerimientos nutricionales y a las
variaciones ambientales experimentadas por cada especie, siendo C. oustaleti la especie

mas generalista y C. nigrofumosus el especialista marino.

Contrario a lo reportado a un nivel intraespecifico, los niveles de gasto de energia entre
las especies de Cinclodes no parecen responder de manera directa al consumo de
recursos marinos, Aparentemente, los menores niveles de BMRc observados en la
especie marina se atribuirian a la necesidad de disminuir la produccién endégena de
calor y asi conservar agua. Al mismo tiempo, la estacionalidad en el uso de estos
ambientes, asi como el esfuerzo energético que supone la migracion, podrian explicar las

diferencias en las tasas de gasto de energia en Cinclodes.

Los aportes realizados por este estudio evidenciarfan que la funcién osmorregulatoria,

dada por el consumo de recursos marinos, no influiria de una manera simple o
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predecible sobre los niveles de gasto de energfa y del estado oxidativo en Cinclodes. Por
otro lado, se sugiere que existen diferencias interespecificas en cuanto a resistencia al
estrés oxidativo y probablemente en la respuesta inmediata al consumo de sales, Ademads
la ausencia de diferencias entre especies en los valores de peroxidacion lipidica del
plasma més los resultados de capacidad antioxidante, revelan que las tfres especies
estarfan sometidas a diferentes niveles de prooxidantes, pero que los antioxidantes

cumplirian su funcién compensatoria.

Finalmente, el contraste entre los resultados encontrados a niveles de andlisis intra e
inter especifico requiere de futuros esfuerzos de investigacion para un mejor
entendimiento de coémo las restricciones fisioldgicas pueden explicar los patrones

ecologicos de uso de recursos y hébitat marinos en aves.
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