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RESUMEN

Las aves son homeotermos endotermos, dado que son organismos que regulan su
temperatura corporal a través de la produccion de calor endégeno mediante el
metabolismo aerdbico. Estos procesos de generacidn y regulacién del calor pueden ser
ajustados dependiendo de los requerimientos térmicos impuestos por el medio ambiente,
sin embargo, se desconoce una respuesta universal en Passeriformes a la aclimatacién
térmica y a la aclimatizacion estacional. En este estudio se evalud Ia relacidn entre
parametros morfoldgicos, enérgicos y la actividad de enzimas metabdlicas (citrato
sintasa y citocromo C oxidasa), en respuesta a la aclimatacion térmica y la
aclimatizacion estacional en el paseriforme omnivoro Zonofrichia capensis. Nuestros
resultados indican una ausencia de ajustes estacionales en las variables fisioldgicas
analizadas, sin embargo, en los experimenios de aclimatacién t€rmica en condicién
sedentaria, se observaron ajustes metabdlicos coherentes con una mayor generacién y
conservacion de calor en individuos aclimatados a 15 °C en comparacion con los
aclimatados a 30 °C. Estos cambios fisioldgicos fueron observados a nivel bioquimico y
organismico, siendo los musculos pectorales y de las extremidades inferiores, los

principales tejidos con actividad oxidativa asociada a la generacion de calor.
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Birds are endotherms animals, as they are organisms that regulate body temperature
through endogenous heat production by aerobic metabolism. These regulatory processes
and heat generation can be adjusted depending on the thermal requirements imposed by
the environment, however it is unknown a universal response in Passeriformes. In this
study we evaluated the relationship between morphological parameters, energetic and
metabolic enzyme activity (citrate synthase and cytochrome oxidase), in response to
thermal acclimation and seasonal acclimatization in the omnivore passerine, Zonotrichia
capensis. Our results indicate a lack of seasonal adjustments physiological variables
analyzed, however, in experiments of thermal acclimation with sedentary condition,
metabolic adjustments were observed which were consistent with increased heat
generation and maintenance in individuals acclimatized at 15 ° C compared to those
acclimated to 30 ° C. These physiological changes were observed also at biochemical
and organismal level, with the pectoral muscles and lower extremities the principal

tissues with oxidative activity associated with heat generation.
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1 INTRODUCCION

1.1 Ajustes estacionales asociados a la termorregulacion en aves.

Debido a su condicién de homeotermos endotermos, las aves mantienen y regulan su
temperatura corporal a través de la generacion de calor mediada por procesos
metabdlicos como conductuales (Mcnab 2002). Por ello, son capaces de ocupar
extremos en las dimensiones térmicas del ambiente y sobrevivir en regiones con
variaciones estacionales extremas de temperatura (Antinuchi et al. 2003). Los
mecanismos que poseen las aves para la generacion y conservacién del calor corporal
han recibido considerable atenciéon. Se ha discutido, que el principal mecanismo
termogénico en aves se produce por la actividad muscular mecanica (West et al. 1968) y
no a través del metabolismo de grasa parda (non-shivering thermogenesis) como ocurre
en mamiferos. Sin embargo, existe evidencia en estudios fisiologicos y moleculares de
que algunas aves podrian generar calor mediante proteinas desacoplanies a nivel

mitocondrial, un tipo de termogénesis no tiritante (Barré et al. 1985, Saarela &




Heldmaier 1987, Duchamp et al. 1989, Saarela et al. 1995, Eduardo 1998, Marjoniemi &

Hohtola 2000).

Debido a los diferentes requerimientos energéticos para termorregular, las aves a
menudo presentan ajustes en las capacidades fisioldgicas entre estaciones conirastantes
(Swanson 2010, Liknes & Swanson 2011). Por ejemplo, se ha documentado en
diferentes ordenes, ajustes estacionales asociados a la produccién y conservacion del
calor, con el objeto de incrementar la generacion de éste en perfodos invernales o en
aclimatacion térmica, por medio de: 1) cambios en la tasa metabdlica basal (BMR)
(Weathers & Caccamise 1978), 2) aumento de la masa corporal en invierno (Marjoniemi
& Hohtola 2000), 3) disminucion de la conductancia térmica (Novoa et al. 1994, Saarela
et al. 1989), 4) hiperirdfia muscular (Swanson 1991, O’Connor 1995b, Cooper 2002), vy
5) incrementos de la actividad de enzimas indicadoras de la capacidad aerdbica, tales
como citocromo C oxidasa (COX)} y citrato sintasa (CS) (Vittoria & Marsh 1996,

Dawson & Olson 2003, Zheng et al. 2008, Liknes & Swanson 2011).

1.2 Ajustes estacionales en Passeriformes

El orden de los Passeriformes posee mas de la mitad de las especies de esta clase,
presentando 45 familias con un amplio rango de caracteristicas ecoldgicas y diversas

adaptaciones tréficas (Sibley & Monroe 1990). Este grupo se caracteriza por su pequefio

tamafio (Ridgely et al., 1989), aspecto que desfavorece la conservacion de calor, dada la




alta relacion superficie/volumen que poseen (Hill, 1979). Hace mas de tres décadas,
Weathers & Caccamise (1978) sugirieron que aves pequeflas (masa corporal <200 g)
deberian presentar incrementos invernales del BMR. Postériormente, los cambios en las
tasas de consumo de energia han sido asociados con un aumento en la tolerancia al frio
(Weathers & Caccamise 1978, Swanson 1991, Cooper & Swanson 1994, Liknes &
Swanson 1996, Liknes et al. 2002).

A pesar del conocimiento de los ajustes estacionales asociados con la tolerancia a
ambientes frios, no existe una respuesta universal de estas aves ante la necesidad de
incrementar la generacién y mantencién del calor corporal en su ambiente natural
(Liknes & Swanson 2011). Estas diferentes respuestas que se han observado ante
cambios en los requerimientos termorregulatorios, podrian tener origen en la

multiplicidad de factores presentes en €l ambiente y en la conducta del animal.

Varios estudios han evaluado la presencia de plasticidad estacional en la
actividad de enzimas indicadoras de la capacidad aerdbica en tejidos de Passeriformes.
Debido a los mayores requerimientos de energia de las aves en periodos invernales o de
baja temperatura, se ha predicho que las actividades de estas enzimas (e.g., COX y CS)
deberian incrementar en fandem con los aumentos en el gasto energético (e.g., BMR),
asociado a la mayor actividad termogénica requerida en estos periodos (Vézina et al.
2006, Zheng et al. 2008, Liknes & Swanson 2011). No obstante, se ha observado un
apoyo mixto a la hil;étesis de aclimatizacion enzimaética, el que dependeria de la especie,
el tejido (e.g., misculos especificos e higado) y las enzimas involucradas (Marsh & -

Dawson 1982, Yacoe & Dawson 1983, Carey et al. 1988, 1989, O’Connor 1995, Liknes




2005, Zheng et al. 2008, Swanson 2010, Liknes & Swanson 2011). Ademas, se ha
reportado que la actividad de estas enzimas puede variar en funcién de la exigencia
locomotora a la que estd sometido el organismo. Asi, aves que deben desplazarse
grandes distancias para forrajear, migrar o que han sido sometidas a actividad
locomotora sostenida (e.g., Treadmill training) poseen mayores actividades enzimaticas
en la musculatura esquelética asociada a la locomocién (Lundgren & Kiessling 1985,
Lundgren 1988, Stevens 2004). Sin embargo, hasta donde sabemos, no existen estudios
en los que se haya evaluado el efecto de la temperatura sobre los niveles de actividad
enzimatica en aves paseriformes bajo conirol sedentario. Esto tultimo impide determinar
con exactitud si es este factor el responsable de la variacion estacional documentada.
Debido a lo anterior, no es posible establecer la importancia relativa de los factores
mencionados sobre las tasas de actividad enzimatica metabodlica en aves, sin realizar
experimentos que comparen la respuesta enzimatica a la aclimatacion térmica, mediante

experimentos con control sedentario (véase Saarela & Hohtola 2003).

1.3 Citrato sintasa (CS): actividad y funcién fisiologica.

A nivel celular, entre el 85 a 90% del oxigeno es consumido por las mitocondrias en la
medida que se sintetizan moléculas de ATP (Shigenaga et al., 1994). Este proceso de
respiracién celular tiene lugar en tres fases consecutivas (i) oxidacion de nutrientes

generando el grupo acetilo del acetil-coenzima A (acetil-CoA), luego (ii) ocurre la
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incorporacién de esta molécula en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo del acido
citrico o de Krebs) en donde sucede el proceso enzimatico de descarboxilacion oxidativa
con acumulacién de energia en los transportadores de electrones NADH y FADH,.
Posteriormente, la energia presente en los transportadores de electrones, (iii) permite la
generacion un gradiente electroquimico de protones, mediante la accion de una cadena
trasportadora presente en la membrana mitocondrial interna. Finalmente, este gradiente
permite la actividad de la ATPsintasa la cual cataliza la sintesis de ATP (Nelson et al.
2004). La enzima citrato sintasa {(CS), presente en la segunda etapa de la respiracion
celular, realiza el primer paso del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, catalizando la

condensacién de Acetil-CoA con oxaloacetato generando citrato (Nelson et al. 2004),

1.4 Citocromo C oxidasa (COX): actividad y funcion fisiolégica.

La tercera fase de la respiracién celular, ocurre en la cadena transportadora de
electrones. Esta cadena, estd constituida por una serie de enzimas y complejos
enzimaticos ubicados en la membrana interna mitocondrial, definiéndose 4 complejos: I)
NADH deshidrogenasa, II) Succinato deshidrogenasa, III) Ubiquinona-citocromo ¢
oxidorreductasa y IV) Citocromo C oxidasa (COX) (Nelson et al. 2004). Este 1ltimo
complejo, estd constituido por 13 subunidades en mamiferos y entre 10-12 en aves
(Kadenbach et al. 1991, Little et al. 2010). En él, tres son de origen mitocondrial y el

resto estd codificado en genes nucleares. Esta estructura particular, se asociaria a una




gran complejidad regulatoria, puesta en evidencia al considerar que organismos
microscopicos (e.g. levaduras y bacterias), poseen menos de once subunidades, llegando
incluso a prescindir de aquellas codificadas por genes nucleares (Ludwig et al., 2001).
Este complejo enzimatico es el ultimo de la cadena respiratoria, y cataliza el transporte
de electrones desde el citocromo C (molécula que se desplaza entre los complejos III y

IV, como una proteina soluble) al oxigeno molecular, reduciéndolo a H,O.

1.5 Citrato sintasa y citocromo C oxidasa en estudios de capacidad aerébica.

Diversos estudios consideran la actividad de CS como un indicador de la capacidad
aerdbica de los tejidos (Hochachka et al. 1988). De este modo la actividad de esta
enzima es cominmente usada como un indice de méaxima capacidad oxidativa (Emmett
& Hochachka 1981; Hochachka et al. 1988; Liknes & Swanson 2011). Al igual que con
CS, la actividad enzimatica de la citocromo C oxidasa ha sido, aunque en menor medida,
utilizada como un indicador de la capacidad aerébica celular en tejido muscular
esquelético, presentando un aumento de su actividad en algunos casos de aclimatizacion
invernal (Liu et al., 2008; Zheng et al., 2008, 2010) y aclimatacidn al frio en Galliformes

y Passeriformes (Marjoniemi & Hohtola 2000; Zheng et al. 2013).

Como se menciond, los estudios de aclimatacidon térmica y aclimatizacion
estacional han demostrado la ausencia de una respuesta universal en la modificacion de

las actividades de estas enzimas metabllicas, presentindose diversas respuestas




dependiendo de la especie, el tejido y enzima analizada. En este sentido, el analisis de un
factor especifico sobre la actividad de estas enzimas, es dificultado por las miltiples
variables que inciden sobre su regulacion. Asi, se conoce que estas enzimas pueden
variar su actividad en funcién del ejercicio (Butler & Turner, 1988; Hammond et al.,
2000), actividad migratoria (Marsh 1981, Lundgren & Kiessling 1985, 1986, 1988;
Guglielmo et al., 2002), aclimatacién térmica (Barré et al. 1987, Vittoria & Marsh 1996)
y aclimatizacién estacional (Carey et al., 1989, O’Connor, 1995b, Liu et al., 2008,

Zheng et al., 2008; 2010).

2 Hipétesis

Los mayores niveles de gasto de energia-en aves en la temporada de invierno-se asocian
a la mayor capacidad termogénica de los 6rganos internos y la musculatura esquelética,
como consecuencia de la disminucién de la temperatura ambiente y las necesidades
termorregulatorias. Esta mayor capacidad se puede obtener mediante el aumento de las

actividades bioquimicas de los tejidos como del tamafio de los érganos.




2.1 Objetivos

2.2 Objetivos generales

Determinar la capacidad de aclimatacion térmica de la actividad de enzimas
metabdlicas, y como esta actividad enzimdtica se asocia a variables fisiolégicas

relacionadas con la generacion y conservacion de calor en diferentes tejidos.

Evaluar el potencial efecto de la estacionalidad térmica sobre la actividad de enzimas
asociadas al catabolismo energético, y su posible relacion con otras variables energéticas

relacionadas con la generacién y conservacion de calor.

2.3 Objetivos especificos.

1. Determinar la plasticidad fenotipica de la actividad de las enzimas citocromo C
oxidasa y cifrato sintasa en el misculo pectoral e higado de Zonotrichia capensis, en
verano e invierno

.2. Determinar ]a plasticidad fenotipica de las enzimas citocromo C oxidasa y citrato
sintasd en el musculo pectoral, musculo de extremidades inferiores e higado de Z

capensis, sometidos a aclimatacion térmica bajo conirol sedentario.




3. Examinar el efecto de la aclimatacion y aclimatizacion, sobre el tamafio de los
organos internos (corazon, higado, molleja e intestinos), la tasa metabdlica basal y la
conductancia térmica de Z. capensis.

4. Identificar la relacidn y efecto de las caracteristicas morfologicas (tamafio de 6rganos)
y bioquimicas (actividad enzimdtica) sobre la capacidad termogénica (BMR) de Z

capensis.




3. MATERIALES Y METODOS

La especic uttilizada, Zonotrichia capensis (Passeriforme: Emberizidae) resulta un buen
modelo de estudio de Ia flexibilidad bioquimica y metabdlica al menos por dos razones.
Primero, se ha documentado una variacion interanual en la estacionalidad de BMR en
esta especie (Novoa et al. 2006 y Maldonado et al. 2009) y segundo, esta especie
muestra una notable capacidad de aclimatacién térmica de BMR, particularmente en las
poblaciones con mayor variabilidad ambiental (véase Cavieres & Sabat 2008, Barceld et

al, 2009 y Maldonado et al. 2009).

3.1 Captura de individuos

Zonotrichia capensis es un Passeriforme que se distribuye entre el sur de México y el

Cabo de Hornos en Sudamérica (Goodall et al. 1946). En Chile, esta ave omnivora se

10




encuentra practicamente en todos los ambientes, habitando desde desiertos a bosques y
desde el nivel del mar hasta sobre los 4000 m.s.nm. (Araya & Millie 2005). Los
individuos fueron capturados en la Estacion Agrondmica Experimental de la
Universidad de Chile “German Greve Silva”, en el sector de Quebrada de la Plata
(33°30°S, 70°54°W), Chile central, una localidad caracterizada por un clima
mediterrdneo con inviernos frios y hiimedos y veranos relativamente secos y calidos (Di

Castri & Hajek 1976).

Para el analisis estacional, 10 individuos fueron capturados en el mes de febrero
y 10 en julio de 2012, entre las 9:00 y las 14:00 horas empleando redes niebla, Posterior
a la captura, las aves fueron transportadas al Laboratorio de Ecofisiologia Animal de la
Universidad de Chile (33° 27°S, 70° 42° W) donde se realizaron las mediciones
energéticas y posterior diseccion de tejidos y organos, para las determinaciones de las

masas de drganos y actividades enzimaticas.

Para el experimento de aclimatacion térmica, se capturaron 19 individuos durante
el mes de Mayo en la misma localidad y empleando el método ya sefialado. Estas aves
fueron transportadas al laboratorio de Ecofisiologia animal en donde se mantuvieron
durante un mes en jaulas individuales (24 x 24 x 24 cm), con un foto periodo L:D 12:12
a 25°C. Tras el periodo de aclimatacién al cautiverio, las aves fueron dispuestas al azar
en dos grupos experimentales, uno de ellos destinado a aclimatacién térmica en
condicién sedentaria a 15°C (n=9) y otro a 30°C (n=10), ambos con el mismo régimen
alimentario: alpiste, larvas de Tenebrio mollitor, huevo y agua ad libitum. Esta

condicién se mantuvo por 6 semanas.
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3.2 Determinacion de Tasa Metabolica Basal (BMR).

Las mediciones de Tasa Metabdlica Basal (BMR) de las aves procedentes del
experimento de aclimatacién y de las utilizadas en el analists estacional, fueron
realizadas en estado post absortivo, durante la fase inactiva y dentro de la zona
termoneutral, empleando un sistema estdndar de respirometria abierta. En este
procedimiento, las aves fueron pesadas empleando una balanza electrénica Shimadzu
AUX220 (£ 0,001 g) y puestas en camaras metabolicas de acero oscuras (2 L); luego
ubicadas en una cabina con temperatura controlada (Sable Systems, Henderson, Nevada)
a temperatura constante (T, = 30 £ 0,5 °C). La camara metabdlica recibid aire seco a 500
mL min™. El aire excurrente fue pasado a fravés de columnas de Diedrite y Baralyme
(granulos absorbentes de CO,) antes de pa;ar a través de un analizador de O (modelo
FoxBox, Sable System, Henderson, Nevada) calibrado con una mezcla de oxigeno
(20%) y nitrogeno (80%) que fue certificado por cromatografia (INDURA, Chile). Las
mediciones y protocolos de calibracion se realizaron siguniendo a Williams & Tieleman
(2000}. Debido a que el vapor de agua y el CO; fueron eliminados antes de ingresar al
analizador de Os, el consumo de oxigeno fue calculado como [Withers (1977: p 122)]:
VO, = [FR*60*(F; O, — F. 02))/(1-F; O}, donde FR es la tasa de flujo en ml/min, y F; y
F. son las concentraciones fraccionales de O, que ingresan y salen de la camara

metabdlica, respectivamente. La sefial originada en el analizador de oxigeno (%) y el
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flujémetro fue digitalizada empleando el sistema Universal Interface II (Sable Systems)
y fue registrado en un computador personal empleando el software de adquisicion de
datos EXPEDATA (Sable Systems). El intervalo de muestreo fue de 5 s. Las aves fueron
mantenidas en las cdmaras toda la noche hasta alcanzar la condicién de reposo, la cual
ocurre tipicamente después de 6-8 horas para pequefias aves (Page et al. 2011)

incluyendo Z. capensis (Sabat et al 2010).

3.3 Dererminacion de conductancia térmica

Empleando el mismo procedimiento de la determinacion de BMR, se midié la
conductancia térmica de cada individuo. Para esto, se determiné el consumo de oxigeno
de las aves a dos temperaturas, 15°C y 20°C (Sabat et al. 2006); durante 90 minutos en
cada ocasién. Con estos datos se calculd la pendiente entre ambos valores, consistente en
la tasa de consumo de oxigeno por incremento en cada grado de temperatura por gramo
de masa corporal; lnego los valores se expresaron en calorias/hora gramo utilizando el

equivalente calorico del oxigeno de 4,82 cal por mL O,.
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3.4 Reactivos

Los reactivos quimicos que se utilizaron para los ensayos de COX y CS fueron

obtenidos de Sigma-Aldrich (Santiago, Chile) y son los siguientes:

Empleados en soluciones amortiguadoras: Fosfato de potasio monobasico, Fosfato de
potasioc  dibasico, Acido etilendiaminotetraacético  (EDTA),  2-Amino-2-
(hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Tris). Reactivos empleados en el ensayo enzimatico:
DL-Dithiothreitol (DTT), Citocromo C de corazén equino, ‘-Aceﬁl Coenzima A, 5,5'-

Dithiobis (&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB), acido oxaloacético.

3.5 Determinacion de actividades enzimdticas

Las determinaciones de actividad enzimdtica, se realizaron con homogenizados de
tejidos muscular y hepatico. Para ello, inmediatamente después de su sacrificio, se
disectaron en hielo ambos miisculos pectorales y supracoracoideos de cada ave junto con
los principales musculos de ambas extremidades inferiores (iliotibialis cranialis,
iliotibialis lateralis, iliofibularis, femorotibialis externus, fibularis longus, tibialis
cranialis, extensor digitorum longus y complejo gastrocnemius) (Liknes & Swanson,

2011). Para los analisis se consideraron homogenizados de (1) pectoral/supracoracoideo,
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(2) conjunto de musculos de las extremidades inferiores e (3) higado. Los tejidos fueron

almacenados a -80°C, en espera de la realizacion de los ensayos enzimaticos.

3.6 Preparacion de extractos de tejido

Una porcién de tejido a analizar fue diluida 10 veces en una solucidn amortiguadora
(Buffer fosfato 0,1 M y EDTA 0,002 M). Luego, estas se homogeneizaron empleando un
homogeneizador Ultra-turrax T25 (Janke & Kunkel) a 20000 rpm. Para acceder a las
proteinas presentes en la membrana mitocondrial interna, el homogeneizado resultante
fue tratado con ultra sonido en un sonicador Sonics (Vibra cell) con una configuracion
de 20 segundos on, 30 segundos off y una amplitud del 40%, posteriormente se separ6
una fase acuosa de ofra s6lida: empleando una centrifuga (Bodeco M-240R) a una
temperatura de 4°C a 14000 rpm durante 15 minutos. Tras la centrifugacion, se colectd
el sobrenadante, el cual se almacend en hielo hasta la realizacién de los ensayos

enzimaticos.

3.7 Actividad de citacromo C oxidasa

La actividad de la enzima citocromo C oxidasa fue determinada colorimétricamente a

550 nm de acuerdo a Berry & Trupower (1987). Los ensayos fueron realizados en un

15




volumen final de 200 pl a 25°C, .empleando un espectrofotometro Thermo Scientific
Multiskan GO, en un medio de reaccién que contenia buffer enzima (Tris-HC] 10 mM
pH=7, sacarosa 250 mM), buffer de ensayo (Tris-FICl 10 mM pH=7, NaCl 120 mM) y
muestra, La reaccioén enzimadtica se inicid tras agregar citocromo C reducido con DTT

(Dithiothreitol).

3.8 Actividad de citrato sintasa

La actividad de citrato sintasa fue determinada colorimétricamente a 412 nm (Srere,
1969). Los ensayos fueron realizados en un volumen final de 200 pl a 25°C, empleando
un espectrofotémetro Thermo Scientific Multiskan GO, en un medio de reaccién que
contenia buffer Tris-HCI 0;t M: pH=8, oxaloacetato, DTNB y muestra. La reaccion

enzimatica se inici6 tras agregar acetil CoA.

3.9 Determinacion del porcentaje de lipidos del tejido muscular y hepdtico

En aves del experimento de aclimatacién térmica, se determiné la cantidad de agua
presente en tejido pectoral, en una mezcla de musculos de las extremidades inferiores e
higado, por medio del célculo de la diferencia de la masa de muestras himedas y

secadas en una estufa durante 7 dias a 60°C. Estas muestras secadas, posteriormente
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fueron molidas y desengrasadas durante una hora, utilizando un aparato de extraccién
(Soxhlet) empleando como solvente apolar, éter de petrdleo. Finalmente, por medio de la
diferencia en masa entre las muestras secas iniciales y posteriormente desengrasadas, se

determind el porcentaje de lipidos de los diferentes tejidos.

3.10 Andlisis estadistico

Para comprobar si la distribucidn de los datos se ajustd a una distribucién normal, se
realiz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov, seguida de la prueba de Lilliefors, ademas de
la prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de varianzas. En los casos que no se

obtuvo normalidad de una variable (y), se emple6 la transformacion In(y) o In(y+1).

Antes de analizar las diferentes variables, se evalto la relacion entre la masa
corporal de las aves y las variables fisiologicas. Cuando esta relacion fue significativa,
se obtuvieron los residuos de la regresidn lineal y con estos se realizaron los andlisis
estadisticos. En cada tratamiento se evalud la existencia de asociaciones entre variables
relacionadas con la produccién/conservacion de energia térmica (BMR total, BMR masa
especifico y conductancia térmica) y la actividad enzimética (total, masa especifica y por
miligramo de proteina) de CS y COX de cada tejido a través de correlaciones simples y
regresiones lineales. Ademas, para CS y COX se calcularon las proporciones; Actividad
enzimética de muisculos pectorales/ Actividad enzimatica de musculos de extremidades

inferiores {en adelante CSp/CSe y COXp/COXe, respectivamente), que posteriormente
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fueron comparados entre los tratamientos experimentales y se realizaron analisis de
correlacién simple con el BMR (total y masa-especifico) y la conductancia térmica.
También se examind la asociacion entre las actividades de CS y COX en un mismo
tejido, y se evalué la asociacion de cada una con el porcentaje de lipidos de cada tejido.
Para comparar diferentes variables entre tratamientos de temperatura o estaciones, se
empleé ANOVA de una via y ANOVA de medidas repetidas. Los andlisis estadisticos y
representaciones graficas fueron realizados utilizando los programas Statistica 7.0 y

SigmaPlA(l)t 11.0, respectivamente.
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4 RESULTADOS

4,1 Aclimatizacion estacional

Nuestros resultados revelaron la presencia de cambios estacionales significativos en la
masa himeda y relativa (% de masa corporal) del intestino delgado, molleja y misculo
pectoral. En el intestino delgado y molleja se encontrd un incremento significativo
durante el invierno, en cambio el aumento en el misculo pectoral se observé en verano.
Las masas relativas de higado, intestino grueso, cloaca, rifién y corazén no presentaron
diferencias entre estaciones. En la tabla 1 se presentan los valores promedio de las masas
himedas de los 6rganos y las masas relativas a la masa corporal total, junto con el

resultado del analisis comparativo entre estaciones mediante ANOVA de una via.
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Tabla 1: Resumen de las masas hiimedas y relativas de los 6rganos de Z capensis aclimatizados

estacionalmente, MP= Mitsculo pectoral, EE= Error estandar.

. Verano Invierno ANOVA
Variables : -
N |Promedio = EE | N |Promedio+ EE| F gl D
Masa corporal total 10 |18,614+0,626)10|19,374+0,576|0,798|1,18{0,383
Higade 10 |0,539:£0,036 [10|0,635+0,064 |0,663|1,18/0,213
Intestino delgado 10 |0,498+0,028 |10]0,638+0,041 {7,753)1,18(0,012
Intestino grueso 10 |0,041+0,005 |10]0,140,077 |1,639|1,18}0,217
Cloaca 10 |0,06 £0,006 |10]|0,074+0,008 |2,114)1,18{0,163
Rifion 10 0,251 +0,005 | 8 |0,257+0,009 |0,400]|1,16!0,536
Molleja 10 |0,737+0,030 |10]0,948 +0,064 |8,839}1,18{0,008
Corazén 10 0,23 +0,011 1010,22=0,015 |0,298|1,18(0,592
MP 9 11,664+0,119 |10|1,271 £0,127 |4,998|1,170,039
% Higado 10 {2,891+0,163 }10]3,26=0,281 {1,290|1,18|0,271
% 1. Delgado 10 |2,666+0,107 }10(3,292+0,189 {8,300|1,18/0,010
% I. Grueso 10 1022 + 0,022 | F0| 0,678 £0,348 |1,735(1,1810,204
% Cloaca 10 10,319+0,025 |10|0,38+0,037 |1,864|1,18{0,189
% Rifidén 10 {1,354+0,032 | 8 |1,3680,039 |0,083|1,16(0,777
% Molleja 10 {3,969+0,123 |104,872+0,265 |9,040{1,18/0,008
% Corazon 10 (1,240,059 101,130,054 ]1,902|1,18(0,185
% MP 9 |[9,087+£0,556 ]10/6,596+ 0,650 }8,2971,17(0,010
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No se encontraron diferencias estacionales en las actividades enzimdticas empleando
ANOVA de medidas repetidas; actividad total de CS (F(1,15-0,105; p=0,750; F21,15)
=22,652; p=0,0002; F(1,15~ 0,543, p=0,473 entre tratamientos, tejidos y la interaccs,i()n
respectivamente), actividad masa especifica de CS (Fg, 15~ 0,308, p=0,587; EF(L

153,818, p=0,070; Fq, 150,150, p=0,704 entre tratamientos, tejidos y la interaccién

respectivamente), actividad de CS estandarizada por mg de proteina (F(1,15)=0,$07,

p=0,383; F1,1570,046, p=0,834; F(115~0,787, p=0,389 entre tratamientos, tejidos 311 la
interaccion respectivamente), actividad total de COX (Fq,14-0,008, p=0,$§28;
F1,19=11,526, p=0,004; F(1,14=0,232, p=0,637 entre tratamnientos, tejidos y la interaccién
respectivamente) actividad masa especifica de COX (F(,14=0,00001, p=0,997;
F1,19=0,998, p=0,335; F(,14=1,457, p=0,247 entre tratamientos, tejidos y la interaC(:::ic’Jn
respectivamente) actividad de COX estandarizada por mg de proteina (F(1,13)=0,(371,
p=0,795; Fa,13y=1,736, p=0,210; F(1,1370,003, p=0,957 entre tratamientos, tejidos ;r la

interaccién respectivamente). En la figura 1 se presentan los resultados obtenidos de las

actividades enziméticas. I
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Figura 1: Actividades enzimdticas de citrato sintasa y citocromo C oxidasa del misculo pectoral e higado

de individuos de Z. capensis aclimatizados estacionalmente.
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No se encontrd un efecto significativo de la estacion sobre el BMR total (F(117= 3,285;

p=0,087; figura 2) ni sobre el BMR masa-especifico (Fq,177=3,578; p= 0,075; figura 3).
]

Tampoco se encontrd diferencias estacionales en la conductancia térmica (Fq 6= 0,116;

p= 0,745), ni asociacion entre las actividades de COX y CS dentro de un mismo tejido.

100 -
p>0,05

B 2] o}
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BMR total (ml O/h)
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o
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Figura 2: Comparacion de la tasa metabdlica basal total, entre individuos de Z capensis colectados en

invierno (I) y verano (V).
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Figura 3: Comparacién de la tasa metabolica basal masa-especifica, entre individuos de Z capensis

colectados en invierno (I) y verano (V).

El analisis de regresion lineal reveld que la masa relativa (% de masa corpoi‘al)
del musculo pectoral se asocid positivamente con el BMR masa-especifico *=0,319;
p=0,015; figura 4), y negativamente con la masa corporal total (r= -0,580; p= 0,009;

figura 5).
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Figura 4: Regresion lineal entre la tasa metabolica masa-especifica y la masa relativa del musculo pectoral

(porcentaje de este con respecto a la masa corporal total), en individuos de Z. capensis aclimatizados

estacionalmente.
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Figura 5: Asociacién entre la masa corporal total y la masa relativa del musculo pectoral (porcentaje de

este con respecto a la masa corporal total), en individuos de Z. capensis aclimatizados estacionalmente.
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4.2 Aclimatacion térmica

Luego de la aclimatacion térmica, no se observaron diferencias en las masas hiimedas de
los organos, ni en las masas relativas a la masa corporal total. La tabla 2 resume los
valores promedios de cada érgano y los resultados de las comparaciones entre las aves

aclimatadas a 15 °C y 30 °C.

Tabla 2: Resumen de las masas totales y relativas de los drganos de Z. capensis aclimatados térmicamente

a 15 °Cy 30 °C. MP= Musculo pectoral, EE= Error estandar.

Variables 30°C 15°C ANOVA
N |promedio = EE |N|promedio:t EE| F gl P
Masa corporal total | 10| 18,16 £ 0,501 | 9|17,822+0,418 |0,261 |1,17)0,616
Higado 10]0,61 + 0,029 910,59+ 0,035 0,186 |{1,17]0,672
Intestino delgado [10]0,615+£0,026 |9}0,57 +0,045 0,877 {1,17]0,362
Intestino grueso 100,05+ 0,005 910,048 0,004 (0,084 |1.17]|0,775
Cloaca 1010,081 £0,006 |9]0,074+0,007 |0,627 |1,17(0,439
Rifion 910,197+0,008 |8|0,214+0,007 |2,541 11,15{0,132
Molleja 1010,714+0,023 190,792 +0,048 [2,248 {1,17(0,152
Corazoén 100,233+ 0,009 | 90,262 +0,030 (0,924 |1,17(0,350
MP 10|1,755+0,150 [9|1,753+0,085 |[<0,001}1,17]0,993
ME 101,343 £0,061 911,231 +0,080 |1,273 |1,17(0,275
% Higado 10(3,359==0,137 |9|3,329+0,212 |0,058 |1,17]0,812
% I. Delgado 10(3,405+0,148 |9(3,197+0,235 |0,586 |1,17]0,454
% 1. Grueso 10(0,276 =0,027 |9]0,267+0,021 |0,067 |1,17! 0,799
% Cloaca 10(0,444+0,025 |9/0,413+£0,040 (0,454 |1,17] 0,509
% Rifion 911,098=0,038 |8(1,186=0,027 {3,354 |1,15]| 0,087
% Molleja 10(3,944 0,108 |9 (4,444+0,248 |3,670 |1,17}0,072
% Corazdn 1011,284+0,030 |[9|1,485=0,194 {1,152 (1,17}0,298
% MP 107,374 £0,177 916,871 0,336 0,117 |1,17}0,737
% ME 1019,5711 £ 0,641 | 919,84 £ 0,425 1,858 (1,170,190
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A través de ANOVA de medidas repetidas, se observé interaccion significativa
entre los tratamientos y las actividades enzimadticas en la actividad enzimética total de
CS (Fuin=1,705, p=0,209; F234-33,184, p<0,001; Fp34=-5,062, p=0,012, enire
tratamientos, tejidos y la interaccion respectivamente) y diferencias significativas en la
actividad enzimatica del musculo pectoral (test a posteriori de Fisher p= 0,008).
También se identificé una interaccidn significativa entre los tratamientos y las
actividades enziméticas masa- especifica de CS (F(1,17)=1,753, p=0,203; F, 245=16,307,
p<0,001; Fp3474.824, p=0,014, entre tratamientos, tejidos y la interaccién
respectivamente) y diferencias significativas en la actividad enziméatica del musculo
pectoral (test a posteriori de Fisher p= 0,007). En el resto de las comparaciones no se
encontraron diferencias significativas; actividad de CS estandarizada por mg de proteina
(Fa,17=0,213, p=0,650; Fp34=16,339, p<0,001; Fp34=1,296, p=0,287, entre
tratamientos, tejidos y la interaccién respectiva.ment_e), actividad total de COX
(Fu17=1,813, p=0,196; F(34=72,486, p<0,001; Fps34=1,732, p=0,192, entre
tratamientos, tejidos y la interaccidon respectivamente), actividad masa especifica de
COX (Fu,17=0,490, p=0,493; F(234726,586, p<0,001; F34~0,320, p=0,728, enire
tratamientos, tejidos y la interaccion respectivamente) y actividad de COX estandarizada
por mg de proteina (Fq17=1,800, p=0,197; F234=25,904, p<0,001; F34~0,771,
p=0,471, entre tratamientos, tejidos y la interaccidn respectivamente). En la figura 6 se
presentan los valores promedio de las actividades enzimaticas de COX y CS (total,
masa-especifica y estandarizada por miligramo de proteina) del miisculo pectoral,

musculo de las extremidades inferiores e higado.
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Figura 6. Actividades enzimaticas de CS y COX de tres tejidos diferentes, en individuos de Z capensis

aclimatados térmicamente a 15 y 30°C. El asterisco (*) indica p < 0,05, B
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Se encontrd una variacién significativa en la razén de actividades totales
CSp/CSe entre ambos grupos experimentales, con un incremento de esta razén en las
aves aclimatadas a 15°C (F,17=13,093, p=0,002) y en la razén de actividades masa-
especifica (F1,17=6,072, p=0,025). Sin embargo, no se observaron diferencias en las
razones de actividad enzimatica de CS estandarizada por mg de proteina (F(1,177=1,606,
p=0,222), ni en las razones de actividad de COX (Fq,17=0,236, p=0,634; F;,17=0,037,
p=0,851; Fa,17=0,236, p=0,633, en actividad total, masa-especifica y estandarizada por
mg de proteina respectivamente). En la figura 7 se presentan los valores promedio de las
razones de actividad enzimatica de COX y CS (total, masa-especifica y estandarizada
por miligramo de proteina). El porcentaje de lipidos presente en cada tejido, junto con el

resultado del anélisis comparativo entre tratamientos se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de lipidos presentes en tejido muscular e higado de individuos de Z. capensis

aclimatados térmicamente. ME= miisculos de extremidades inferiores, MP=musculo pectoral,

Tratamientos
Variables 30°C 15°C ANOVA
Porcentaje de lipidos n Promedio+EE n Promedio+EE F gl P
ME 8 7,345+0,880 9 6,103+1,462 0,497 1,15 0,492
Higado 10 21,502+£2,372 9 17,669+1928 1,529 1,17 0,233
MP 10 11,992+£1,607 9 9,576+1,873 0,969 1,17 0,339
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Figura 7. Razones de actividad enzimatica entre miisculo pectoral y miisculos de extremidades inferiores

de las enzimas CS y COX, en individuos de Z. eapensis aclimatados térmicamente.
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Luego del periodo de aclimatacidn, encontramos diferencias significativas en la

tasa metabdlica basal total (F(1,1%=9,516; p=0,007; figura 8) y en BMR masa-especifico

Fa11=7,226; p= 0,016; figura 9), presentindose en ambos casos un incremento en

animales aclimatados a 15°C. Ademas, se determindé un aumento significativo de la

conductancia térmica en los animales aclimatados a 30°C (Fq,15= 12,638; p=0,003;

figura 10).
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Figura 8: Comparacidn de la tasa metabolica basal total entre dos grupos de individuos de Z capensis,

aclimatados 2 15 y 30°C durante seis semanas.
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Figurz 9; Comparacién de la tasa metabélica basal masa-especifica entre dos grupos de individuos de Z.

capensis, aclimatados a 15y 30°C durante seis semanas.
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Figura 10: Comparacién de la conductancia térmica entre dos grupos de individuos de Z. capensis,
aclimatados a 15 y 30°C durante seis semanas. Letras diferentes denotan diferencias significativas

(p<0,05).
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El analisis de regresién lineal revelé que el BMR total se asocié positivamente
con la actividad total de CS en el misculo pectoral (r2=0,217; p=0,044; figura 11} y con
la proporcién CSp/CSe de actividades totales y estandarizada por miligramo de proteina
(*=0,290; p= 0,0174; figura 12 y "= 0,249; p=0,023; figura 13, respectivamente).
Ademas, se observo que la conductancia térmica se correlaciond negativamente con la
razén de actividades totales CSp/CSe (1=0,536; p=0,026; figura 14), y se asocid
positivamente con la actividad de CS estandarizada por miligramo de proteina de las

exfremidades inferiores (r=0,516; p=0,034; figura 15).
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Figura 11; Regresion lineal entre la tasa metabdlica basal total y la actividad total de CS en musculo

pectoral de individuos de Z. capensis aclimatados a 15 y 30°C por seis semanas.
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Figura 12: Regresion lineal enire la tasa metabdlica basal total y la proporcién CSp/CSe (considerando la

actividad total) en individuos de Z. capensis aclimatados a 15 y 30°C por seis semanas.
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Figura 13: Regresion lineal entre la tasa metabdlica basal total y Ia proporcion CSp/CSe (estandarizado

por miligramo de proteina) en individuos de Z. capensis aclimatados a 15 y 30°C por seis semanas,
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Figura 14: Correlacion simple entre la conductancia térmica y la proporcién CSp/CSe (considerando la

actividad total), en individuos de Z. capensis aclimatados a 15 y 30°C por seis semanas.

Pl
2,0 -
e ’ .
=]
£ .
E 1l5 ] il
O
Mg
8
=2 .
E 1,0 - i .
]
.g s
%
i x 7%
% 0.5 - o
..6 x X x
3
=2 b
g 0,0 - X Aclimatacion & 15°C
O ®  Aclimatacién a 30°C
0 1 2 3 4 5 6

Actividad de CS en extremidades inferiores
{(pmol/min mg proteina)

Figura 15. Conductancia térmica en funcién de la actividad enzimédtica de citrato sintasa (por miligramo de
proteina) en un homogenizado de muisculos de extremidades inferiores, en individuos de Z. capensis

aclimatados a 15 y 30°C por seis semanas.
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Finalmente, no se encontrd asociacién entre las actividades enziméticas de COX y CS y

i
'
il

el porcentaje de lipidos en un mismo tejido, no obstante, se determiné una asociacion

ff

positiva entre las actividades enzimaticas de COX y CS (estandarizadas por miligr.f:jamo

de proteina) del musculo pectoral (r=0,553; p = 0,014; figura 16).
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Z. capensis aclimatados a 15 y 30°C por seis semanas.
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5 DISCUSION- J

5.1 delimatizacion estacional i

Los resultados indican la ausencia de variacién estacional en los rasgos fisiolégicos que
i

fueron analizados. De este modo, no se reportaron cambios entre los meses de febrero y
b

julio en las tasas basales de produccién de energia, ni en la actividad de enzimas

1

asociadas al metabolismo aerébico. En este sentido, nuestros resultados concuerdan con
i
N

los datos presentados por Novea (1993) en donde se analizd la variacion mensual ;;del

gasto energético de Z. capensis, identificandose s6lo un incremento significativo de este
i

- .y . . - f
(a través de la comparacion del BMR) en los meses de enero y noviembre, no existiendo

cambios atribuibles a la termorregulacién. Resultados similares han sido presentados por
i

f

Maldonado et al. (2009), quienes han identificado de igual modo la ausencia de

u
u

variacion estacional en las tasas de gasto de energia. Diversos estudios han sugerido que
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un aumento en las tasas de consumo y gasto de energia en épocas fifas no serian

'
It

universales y que también podria ocurrir una disminucion o estabilizacion estacional del
gasto de energia (Gelineo 1969, Lustick et al. 1982, Dawson et al. 1983, Dawson &

O’Connor 1996, McKechnie 2008). De este modo el incremento invernal del BMR no

serfa un requisito para la sobrevida estacional en ambientes frios, siendo! la
aclimatizacién del BMR una respuesta variable y especie-especifica (Novoa 1993,

Swanson 2010). ;

Un argumento que explicaria la ausencia de cambios estacionales en el BMR, es

la evidencia que sugiere que las tasas metabdlicas son mayores durante la actividad

J
3

locomotora que durante la termogénesis en aves (Marsh & Swanson 1989, Wiersma et
y

al. 2007, Swanson 2010). Asi, es posible que la capacidad aerébica desarrollada durante

"

la locomocién en los musculos asociados al vuelo, provean de suficiente capacidad

[

termogénica en todas las estaciones, sin la necesidad -de ajustes especificos a bajas

H

temperaturas (Liknes & Swanson 2011). Por ofra parte, en el contexto de la zona de

. . . . . i
estudio, Maldonado et al. (2009) sugieren considerar que la moderada diferencia en las
B
temperaturas minimas enire estaciones no seria suficiente para desencadenar ajustes
4

estacionales en la tasa metaboélica basal de Z. capensis. 5

i
Con respecto a la plasticidad estacional en la actividad de enzimas metabélicas,
)

no se observaron diferencias entre las estaciones en ninguno de los tejidos ni enzimas.
Al respecto, la literatura presenta apoyo mixto a la hipdtesis de plasticidad estacional de
la actividad de CS en Passeriformes, encontrandose para musculo pectoral estabilidad

i

estacional en la actividad masa-especifica de CS (Marsh & Dwason 1982, Yacoe &
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Dawson 1983, Carey et al 1989, O’Connor 1995, Liknes & Swanson 2011, este trabajo)
y casos de variacion entre estaciones (Liu et al. 2008, Zheng et al. 2008, 2010, Likne;; &
Swanson 2011). Como se menciond, estas diferencias en la respuesta estacional de las
enzimas metabolicas, dependerian de la especie, tejido y enzima, pero ademas, podrian
tener relacion con otros factores no relacionados directamente con la termorregulacion,
como lo es la actividad contractil del musculo esquelético en ejercicio o la conducta
migratoria (Butler & Turner, 1988; Hammond et al., 2000 Marsh 1981, Lundgren &
Kiessling 1985, 1986, 1988). De este modo, de existir diferencias estacionales en la
intensidad de la actividad locomotora de ciertos musculos, se esperaria que esta
variacion influya sobre los procesos aerdbicos del tejido, pudiendo eventualmente, tener
un mayor efecto sobre la actividad oxidativa que el .generado por actividad tirit?.nte
|
termogénica.

Ademds, en el estudio-estacional se observo una compensacién. entre el tamatfio
del masculo pectoral y la actividad de CS, dado que este musculo increment6
significativamente su tamafio en verano; no obstante presenté una tendencia 4 la
disminucion de su actividad enzimética masa-especifica en este periodo, resulta.ndoi, en
una constancia en la actividad total de CS entre estaciones. Este incremento en la masa
de un 6rgano, asociado con la aparente disminucion de la actividad masa-especifica de
CS, que resulta en la constancia de la actividad oxidativa, ha sido documentado en a;/es
entre etapas de cria (Vézina & Williams 2005). Asi, a pesar que no se ha indagado el
mecanismo que subyace a este fenémeno, se corroboraria que la variacion de la

actividad oxidativa puede ser independiente de la masa del érgano analizado.
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En la comparacién estacional de las masas de Organos internos, se encontrd
incrementos significativos en la masa relativa del infestino delgado y la mollg‘:ja,
posiblemente asociados a cambios en la composicién de la dieta. Estos resultados

i

concuerdan con lo observado por Novoa (1993), quien propone la existencia'de
i
f

hipertrofia e hiperplasia estacional en el tracto digestivo de Z. capensis, en funcién de la

H
R

dieta natural. De este modo, un incremento en la masa de la molieja podria ser: el
resultado del desarrollo de musculatura, asociado a una mayor ingesta de alimento (c: de
alimentos mas duros, véase Dekinga et al. 2001) y actividad contractil. En relacién con
el intestino, el incremento estacional en la masa, podria estar relacionado con aumento
en la musculatura, junto con el tamafio del lumen y el niimero de vellosidades (No;oa
1993, Brugger 1991). Este tipo de incremento invernal en la masa del intestino es comin
entre las aves, y estaria asociado a cambios en el tipo de dieta, especificamente COIE;I el
consumo de alimentos con baja digestibilidad (Karasov 1990). Al igual que e:nii lo
reportado por Maldonado et al. (2009) las aves aclimatizadas estacionalmente ;, no

g
presentaron diferencias en la masa hiimeda de higado, rifién y corazén. :

5.2 Aclimatacion térmica i

Curiosamente, no se encontraron ajustes en la proporcion de lipidos presentes en ‘los
tejidos ni en las masas de 6rganos internos, a diferencia de los resultados presentados

por Maldonado et al. (2009). Estos autores observaron diferencias en las masas del
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r r cmr . . i
higado, corazén y rifién, con incrementos en todos los casos en las aves aclimatadas a

F\
15°C. Estas diferencias en relacion al trabajo de Maldonado et al. (2009), podrian tener

'
origen en el periodo del afio en que fueron capturados los animales. Asi, en el estudio de

Maldonado et al. (2009) los animales se capturaron en Septiembre, mientras que en el
f

presente estudio en Mayo de 2012. Asi las aves podrian presentar una respuesta
:

4

diferencial a la aclimatacion térmica, en funcion de la historia térmica de los animales
(Barcel6 et al. 2009), su estado fisiologico (e.g., reproductivo) o los cambios en la dieta

enfre el habitat natural y la dieta experimental.

Diversos experimentos de aclimatacion térmica han demostrado que’ la
;
)

temperatura puede influir sobre el BMR en aves, con incrementos de esta variable en
. o g . . . . -y - +r r

exposicion a un ambiente frio y una disminucién ante aclimatacidn a altas temperaturas

(Gelineo1964, McKechnie 2008). Concordantemente, nuestros resultados indican

plasticidad en el BMR, observandose un incremento del 17,7% en la tasa de consumo de
|
oxigeno en las aves que permanecieron a 15°C con respecto a las de 30 °C, Eétos

[

resultados son similares a los presentados por Maldonado et al. (2009), en donde se

)

observa un incremento significativo de un 19% en individuos de Z. capensis expuestos
f

al frio, encontrandose ambos valores, deniro del rango que se ha mencionado para

i

cambios en el BMR ante la aclimatacion térmica, los cuales varian desde €l 5 al 42% en

aves (McKechnie 2008). ;

Recientemente, Swanson (2010) ha sugerido que alzas en las tasas de consumo
de oxigeno, podrian ocurrir a través de variacion a nivel celular o tisular, tal como la

hipertrofia o cambios en la densidad capilar de miisculos o incremento en las actividades
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de enzimas catabodlicas, que podrian complementarse con ajustes a nivel de los érganos
para mejorar capacidades metabdlicas. De este modo, nuesiros resultados apoyan en
parte la nocion de que cambios en la actividad oxidativa en tejidos con actividad
termogénica, pueden generar cambios en las tasas de consumo de energia del organismo
completo. El incremento la actividad de CS en musculo pectoral de aves aclimatadas a
15°C, es coherente con los resultados reportados por Liknes & Swanson (2011), que han
encontrado en aves aclimatizadas incrementos significativos de la actividad oxidativa de
CS en misculo pectoral durante periodos invernales. Recientemente Zheng et al. (2013)
reportaron en Sinensis pycnonotus mayores actividades COX tanto en el higado y
musculo pectoral después de haber sido aclimatados durante 4 semanas a 30 °C en
comparacion con individuos aclimatados a 10 °C. Estos autores encontraron ademés que
el BMR se correlacioné positivamente con la actividad de COX en ambos tejidos.
Aunque en el presente trabajo se encontré una correlacion positiva y significativa entre
la COX y CS en la actividad del misculo pectoral de las aves aclimatadas, los grupos
experimentales presentaron actividades de COX similares entre los tratamientos. Por
ofra parte, se encontré una relacion significativa y positiva entre BMR vy la actividad de
CS en pectoral (Figura 16). Desafortunadamente, el estudio de Zheng et al. (2013) no
informa de la actividad CS, lo que impide una comparacién adecuada entre los dos
estudios. Sin embargo, los resultados este trabajo sugieren que incluso cuando la
respuesta del BMR para aclimatacién térmica podria ser universal, los mecanismos
bioquimicos implicados en la generacién de energia podrian diferir entre especies.
Cuando se analizan las aves experimentales, el consumo de oxigeno se

correlaciona positivamente con la actividad de CS del mmisculo pectoral y la proporcion
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CSp/CSe. Asi, se observa que aves que poseen mayores tasas de consumo de energia,
presentan mayor actividad oxidativa en los musculos pectorales, que en los musculos de
las extremidades inferiores, sugiriendo la existencia de modulacién de los fh:.jos
catabdlicos dentro de un mismo individuo, en funcién de los requerimientos
temoneéﬁlatorios. De este modo, en Zonotrichia capensis es posible atribuir a+los
musculos pectorales, el papel de principal centro termogénico, al tiempo que Elos

I

miisculos que se ubican més distales al centro del cuerpo (e.g., complejo gastrocnenli}ils),
pierden actividad oxidativa, lo que indicaria la capacidad de regular la activi:dad
catabdlica y la generacién de energia entre los distintos tejidos.

La mayoria de los estudios que han cuantificado la actividad de enzi:nas
metabélicas en Passeriformes reportan la actividad enzimética de musculo pectoreil e
higado, y en menores ocasignes la actividad oxidativa de musculatura de extremidades
inferiores (Marsh & Wickler 1982, Marsh & Dawson 198;’2, Carey et al. 1989, Choi e’z al.
1993, Olson 2001, Dawson & Olson 2003, Liknes & Swanson 2011). Aquellos estudios
que han determinado la actividad de estos dos grupos musculares, han cuantificado la
proporcién CSp/CSe, encontrando un valor promedio cercano a 3 en aves aclimatizadas
a diferentes condiciones climéticas (Marsh & Wickler 1982, Marsh & Dawson 1982,
Carey et al. 1989, Choi et al. 1993, Olson 2001, Dawson & Olson 2003). En éste
estudio, se encontré un valor promedio de 3,3 en aves aclimatadas a 15 °C y de 1,5.en
aves expuestas a una temperatura denfro de la zona termoneutral. Estos resultados
sugieren que el coste termorregulatorio, manifestado a través de termogénesis tiritante
en la musculatura pectoral, pudo compensar el efecto del sedentarismo en las aves de 15.

[

°C.
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Por otro lado, nuestros resultados revelaron una asociacion negativa entre la
conductancia térmica y la proporcion CSp/CSe y una relacién positiva entre la
conductancia con la actividad enzimatica de CS de los musculos de extremidades

b
inferiores. Esto indicaria, que aquellas aves que no tuvieron altos requerimientos
termorregulatorios (dentro de la zona termoneutral), presentaron una mayor actividad
oxidativa en los musculos apendiculares, en donde posiblemente dada la ubicacién
distal, ocurre mayor disipacién no activa de calor corporal. Algunos autores (e.g., Carey
et al. 1989, Olson 1994, Dawson & Olson 2003), han sugerid:)~ que los musculos de.las B
extremidades inferiores solo podrian ser reclutados secundariamente énte .requerimier;tos
termogénicos en aves, sin embargo, otros estudios sostienen que tanto los miisculos
asociados al vuelo (pectoral mayor y supracoracoideo) y la musculatura apendicular
inferior podrian ser determinantes para la termogénesis tiritante en ciertas espe(iies
(Vittoria & Marsh 1996, Duchamp & Barre 1993, Marsh & Dawson 1989, Carey etu al.
1989, Aulie & Teien 1988). Nosotros proponemos que la actividad oxidativa de ?:Ias
extremidades inferiores en una condicién sedentaria, participaria activamente del
proceso termorregulatorio. De este modo, si el ave se sitiia bajo la temperatura critdica
inferior de la zona termoneutral, se esperaria en la musculatura de las extremidades
inferiores una disminucion de sus flujos catabélicos en favor de la musculatura pectoral,

!
lo que permitiria la generacion de calor en una amplia zona del cuerpo, adecuadamente
aislada y cercana a los 6rganos internos. Ademas, la disminucion relativa de la activi(gad
oxidativa en los apéndices inferiores, gatillada por la baja temperatura, generaria una

:

disminucion de la disipacion de calor generado metabdlicamente por la musculatura en

la zona apendicular, reduciendo la conductancia térmica. La existencia de un gradiente
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térmico en los apéndices carentes de adecuada aislacion térmica, estaria respaldada por

estudios que sugieren la presencia de heterotermia regional en aves expuestas a

|
f

ambientes frios (Chatfield et al., 1953), generada por mecanismos de contracorriente
vascular. Segin (Collins 1979) este mecanismo, conllevaria tres consecuencias directas
sobz-'e la termorregulacion, siendo ellas: la conservacion del calor corporal, evitar el flujo
de sangre fria al interior del cuerpo y mantener la periferia bajo termorregulacion,
evitando el enfriamiento- excesivo de los miembros que podria ocurrir con la simple
disminucion del flujo sanguineo. Luego, la heterotermia regional en los miembros
inferiores, podria ser producto de la disminucién del gradiente de calor corporal
generado por el sistema de contracorriente, pero ademas, podria ser producto de una

disminucidn de la actividad metabdlica oxidativa in sifu.
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6 CONCLUSION

3

Este estudio revela la inexistencia de ajustes metabdlicos entre invierno y verano en la
especie Z. capensis, tanto a nivel organismico (BMR) como bioquimico (CS y COX), a
pesar de la existencia de cambios en las masas de tejido muscular y de organos del tracto

digestivo. Considerando esta evidencia, se infiere que esta especie probablemente

!

1
emplee principalmente mecanismos conductuales de termorregulacion (uso de

microambientes, actividad locomotora, ptiloereccidn, etc.) no requiriendo en ellos

ajustes fisiologicos frente a cambios moderados en las condiciones ambientales.

A pesar de no existir ajustes estacionales en la actividad metabdlica de esta especie, se
encontrd que en condiciones de aclimatacién térmica y bajo control sedentario, Z.
capensis presenta ajustes metabdlicos coherentes con una mayor generacion y
conservacion de calor, en individuos aclimatados a 15 °C en comparacién con aquellos
aclimatados a 30 °C. Estos cambios fisiolégicos, se observaron a nivel organismico y
bioquimico, siendo la musculatura pectoral y apendicular inferior los principales tejidos

con actividad oxidativa asociada a la generacién y conservacién de calor,
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