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RESUMEN

La salinizacion de los cuerpos de agua puede afectar la ecologia de las aves
paseriformes, debido a su efecto sobre el balance hidrico y a su limitada capacidad de
osmorregulacion. Los organismos se ven afectados simultaneamente por mudltiples
factores ambientales, por ejemplo, la salinidad y temperatura ambiental. Ambos factores
tienen un impacto sobre el gasto energético organismico, debido a que pueden afectar
el balance osmatico de los tejidos y la capacidad termogénica. Cambios en el gasto
energético se traducen en ajustes metabdlicos tisulares. Los eritrocitos constituyen una
alternativa minimamente invasiva para estudiar los ajustes metabdlicos tisulares, ya que
presentan flexibilidad metabdlica frente desafios osmorregulatorios y termorregulatorios
y se correlacionan con la tasa de gasto energético a nivel organismico. Esta tesis evaluo
los ajustes metabdlicos, osmorregulatorios y celulares frente a una aclimatacion
hidrosalina y térmica en una especie de ave paseriforme, Zonotrichia capensis. Para ello,
las aves se aclimataron a dos salinidades (200 y 0 mM, NaCl) por cuatro semanas y ala
segunda semana se modifico la temperatura ambiental desde 27 °C y 17 °C. Se encontro
que la aclimatacion térmica e hidrosalina no generé variaciones en la tasa metabdlica,
como tampoco tuvo efectos significativos sobre variables osmorregulatorias. Sin
embargo, se encontré que las aves presentaron ajustes la conductancia térmica y el
gasto energético, lo que reflejaria ajustes en la eficiencia energética por efecto de la
aclimatacion térmica. En cuanto a la actividad metabdlica de los eritrocitos, no se

encontraron variaciones atribuibles a los factores de aclimatacion térmica e hidrosalina.
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No obstante, la actividad metabdlica de los eritrocitos se asocié con el costo de
termorregulacion. Se encontré que la proporcién entre las moléculas prooxidantes y las
antioxidantes se mantuvo constante independiente de la salinidad y del cambio de
temperatura ambiental. En conclusién, las aves exhibieron notables capacidades
osmorregulatorias que permiten tolerar el desafio hidrosalino y por tanto explica la
ausencia de modificaciones en el gasto energético. Ademas, los animales expresan
mecanismos de compensacién en su estado oxidativo, lo que les permite mantener dicho
estado invariable. Finalmente, la aclimatacion térmica e hidrosalina no implican
necesariamente variacion en la capacidad metabdlica de los eritrocitos. Sin embargo, en
este tipo celular observamos que los niveles de actividad de la enzima citrato sintasa

predice la capacidad metabdlica energética a nivel del organismo.
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ABSTRACT

Salinization of water bodies can affect the ecology of passerine birds due to its impact on
water balance and their limited osmoregulatory capacity. Organisms are simultaneously
affected by multiple environmental factors, such as salinity and ambient temperature.
These factors have an impact on organismal energy expenditure, as they can affect the
osmotic balance of tissues and thermogenic capacity. Changes in energy expenditure
translate into tissue-level metabolic adjustments. A minimally invasive alternative to
studying tissue-level metabolic adjustments is through erythrocytes, as they exhibit
metabolic flexibility in response to osmoregulatory and thermoregulatory challenges,
correlating with organismal energy expenditure rates. This thesis evaluated in a model
passerine bird species Zonotrichia capensis metabolic, osmoregulatory, and cellular
adjustments in response to hydrosaline (200 and 0 mM, NaCl) for four weeks and thermal
acclimation at 27 °C the first two weeks, then at 17 °C. It was found that thermal and
hydrosaline acclimation did not generate variations in metabolic rate, nor did it have
significant effects on osmoregulatory variables. However, birds were found to exhibit
adjustments in energy efficiency due to thermal acclimation, impacting energy
expenditure and thermal conductance. Regarding cellular metabolic adjustments, no
variations attributable to thermal and hydrosaline acclimation factors were found.
Nonetheless, erythrocyte metabolic activity can serve as an indicator of metabolic
expansion capacity. Salinity and acclimation temperature, however, did not impact the

oxidative state of the birds. This is because the ratio between prooxidant and antioxidant
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molecules remained constant, despite individual variations in prooxidant and antioxidant
levels separately. In conclusion, birds demonstrate notable osmoregulatory capabilities
that explain the absence of modifications in energy expenditure to counter the
hypersaline challenge. Furthermore, animals express compensatory mechanisms in their
oxidative state, enabling them to maintain this state unaltered. Finally, thermal and
hydrosaline acclimation do not necessarily imply variations in erythrocyte metabolic
capacity. However, we observed that levels of citrate synthase enzyme activity in

erythrocytes provide indications of energy metabolic capacities at the organismal level.
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1 INTRODUCTION

La salinizacion creciente de los cuerpos de agua es un tema de interés para las
ciencias ecoldgicas, debido a que la concentracion de sales (e.g., electrolitos) presentes
en solucion pueden afectar significativamente a la biota y, a su vez, modificar el equilibrio
de los ecosistemas y finalmente a la biodiversidad (Amores et al., 2013). Los cuerpos de
agua dulce (e.g., rios, lagos, humedales) pueden presentan una gran variedad en
salinidad, desde niveles dentro del rango de agua dulce hasta niveles intermedios o
altos, similares a los marinos (Rivera et al., 2019; Carter et al., 2020; CEA, 2020). Dado
que los rangos de distribucion de las especies animales abarcan diferentes ambientes
con caracteristicas a menudo contrastantes en la disponibilidad y calidad de agua, la
adecuacion de los distintos genotipos de una misma especie podria diferir entre un
habitat y otro (McNab, 2009; Gutiérrez et al., 2014). En este sentido, en qué medida la
salinidad puede ser un factor limitante para la ocupaciéon de un habitat es una pregunta
abierta para la mayoria de las especies, en particular para las aves terrestres (Sabat,
2000; Gutiérrez et al., 2014; Sabat et al., 2017; Gutiérrez et al., 2019; Navarrete et al.,

2023).

El estrés fisiologico asociado a la vida en ambientes salobres requiere de la
necesidad de eliminar el exceso de electrolitos. Cuando las aves beben agua del mar o
consumen presas de elevada osmolalidad, las sales son absorbidas por el intestino

delgado, aumentando la osmolalidad de los fluidos corporales (e.g., plasma sanguineo)



(Purdue & Haines, 1977; Simon, 1982; Holmes & Phillips, 1985). El consumo de sales
puede desencadenar respuestas fisiolégicas y conductuales (Hawkins, 1973; Gerson &
Guglielmo, 2011; Gutiérrez et al. 2014; Sabat et al.,, 2021) que permiten regular la
osmolalidad en tejidos y fluidos corporales. Los mecanismos fisiolégicos de
osmorregulaciéon en aves involucran la accioén coordinada de rifiones, intestino grueso y
en algunas especies la glandula de la sal a través del transporte activo de electrolitos y
recaptacion de agua (Braun & Scanes, 2015; Aw et al. 2018). Lo que resulta en el
incremento de la osmolalidad de la excreta permitiendo la homeostasis salina de los
fluidos corporales (e.g., plasma sanguineo; Aldea & Sabat 2007), y que puede conllevar
un incremento en el gasto metabdlico de tejido osmorregulatorios (Hughes, 2003; Sabat
et al.,, 2017; Gutiérrez et al. 2014; Tapia-Monsalve et al. 2018; Gutiérrez et al., 2019;
Sabat et al., 2019). A pesar de que existen varios estudios de fisiologia osmorregulatoria
en diversos grupos de aves (véase Shoemaker, 1972; Sabat, 2000; Sabat et al. 2004a;
Sabat et al., 2006b; Sabat et al., 2006¢; Gutiérrez et al., 2012; Gutiérrez, 2014; Sabat et
al., 2017), son escasas las investigaciones del impacto de la salinidad y de adaptaciones
bioquimicas osmorregulatorias y energéticas asociadas al consumo de sales o
deshidratacion en paseriformes (Sabat et al., 2017; Sabat et al., 2019; Navarrete et al.,
2021). Es de considerar que este grupo no presenta glandula de la sal, lo cual puede
limitar la capacidad de osmorregulacion frente al consumo de sales (Shoemaker, 1972;
Sabat, 2000; Braun & Scanes, 2015) y pueden habitar en ambientes con diferentes

salinidades (e.g., humedales costeros) (Estades et al., 2017)

Es comun que los organismos sean afectados simultaneamente por multiples
factores ambientales, los cuales pueden impactar de manera aditiva sobre el gasto

energético (Garland et al., 2022). El principio de asignacion de energia plantea que,



frente a cambios en los requerimientos energéticos, se produce una distribucién de
recursos que depende de la magnitud del gasto energético de ciertos tejidos o funciones
(Weiner, 1992; Buckley et al., 2015; Garland et al., 2022). Sin embargo, también puede
expresarse respuestas de compensacion mediante ajustes en el presupuesto energético
(e.g., Barcelé et al. 2017; Garland et al., 2022). En este sentido, no es claro los
mecanismos que gatillan la compensacion o la reasignacion. Sin embargo, se ha
propuesto que una aproximacion adecuada para evaluar el efecto de la asignacion de
energia es el estudio de dos o mas factores ambientales que puedan modular la tasa
metabdlica a escala organismica y tisular (e.g., Norin & Metcalfe, 2019; Sabat et al.,
2019). En particular, el estudio de los organismos a lo largo del tiempo y entre individuos
de una misma especie permiten entender el fendmeno de reasignacion o compensacion
de energia entre distintas funciones en compromiso (e.g., Briga & Verlhust, 2017; Linek

et al., 2021; Tapper et al., 2021)

El estudio de la interaccidn de factores ambientales permite comprender como se
administra el presupuesto energético en los animales frente al desafio que podria
significar habitar en ambientes de salinidades variables. En este sentido, comprender la
interaccion con la variaciéon de la temperatura ambiental es relevante, dado que
contribuye en gran medida al gasto energético (i.e., tasa metabdlica) (e.g., Sabat et al.,
2006a). En efecto, la aclimatacion térmica y la exposicion a un estrés salino, de manera
independiente, ha evidenciado generalmente un incremento en el presupuesto
energeético (i.e., la tasa metabdlica) (Maldonado et al. 2009; Pena-Villalobos et al. 2013;
Pefa-Villalobos et al. 2014; Sabat et al. 2017). Ademas, estudios recientes sugiere que
el efecto de la ingesta de sal en la fisiologia osmorregulatoria en aves paseriformes

costeras del género Cinclodes depende de la temperatura ambiental (Navarrete et al.,



2023). Sin embargo, aun no es claro el efecto de la interaccidén de estos factores sobre
el presupuesto energético. Aunque se ha documentado que la salinidad produce un
aumento en la tasa metabdlica basal (BMR por sus siglas en inglés) en Zonotrichia
capensis durante la aclimatacion a una alta salinidad y baja temperatura, los resultados
no respaldaron la existencia de una interaccién significativa entre la temperatura y la
salinidad del agua bebida, en la mayoria de los rasgos energéticos ni osmorregulatorios.
Sin embargo, se desconoce si la variacién de la tasa metabdlica responde a diferencias
asociadas a la estrategia termo- u osmoreguladora (McNab, 1980; Layton et al. 2000;
Sabat et al. 2004); como tampoco es claro si los ajustes osmorregulatorios vy
termorregulatorios varian a lo largo del tiempo y cual es su impacto sobre el presupuesto

energeético.

Los cambios en las tasas de gasto de energia totales de un organismo dependen
de ajustes de la actividad metabdlica de érganos y tejidos (Vézina et al., 2006; Zheng et
al., 2008; Zheng et al., 2013; Pefia-Villalobos et al. 2014; Vézina et al., 2017). En este
sentido, una de las caracteristicas que genera interés en los eritrocitos de aves es la
presencia de mitocondrias funcionales (Stier et al., 2013), estimado por medio de la tasa
de respiracion y mediante determinaciones de actividad de enzimas mitocondriales
(Spinazzi et al., 2012; Stier et al. 2017) y que podria ser utilizado como indicador o proxi
de los ajustes energéticos organismicos frente a distintos desafios fisiolégicos. Hay
evidencia de que la intensidad metabdlica de los eritrocitos se correlaciona con la tasa
metabdlica organismica (Malkok et al. 2021) y, que el metabolismo del tejido sanguineo
presenta una caracteristica flexible asociado a la variacion de las condiciones
ambientales que impactan sobre la funcidon osmorregulatoria (Gutierrez et al., 2019;

Navarrete et al., 2021) y termorregulatoria (Nord et al., 2021).



El significado de la variacion del metabolismo de los eritrocitos podria estar
vinculado a factores locales y sistémicos que modulan el metabolismo celular. El factor
local se ve reflejado en los ajustes del metabolismo mitocondrial asociado a la restriccion
hidrica (i.e., deshidratacion) (Navarrete et al., 2021) o a la alimentacién de presas salinas
en las costas (Gutiérrez et al., 2019), tal que podria ser una compensacion para controlar
la lisis celular osmética. Dado que la regulaciéon del volumen celular ocurre mediante
transporte activo de iones (Orlov et al., 1993; Hoffmann et al. 2009), es posible que la
producciéon de ATP mitocondrial contribuya a mantener el volumen celular. Es mas, los
eritrocitos de algunas aves presentan mayor resistencia a la lisis en medios hipo e hiper
osmoticos (e.g., de 0 mM) (Kregenow, 1971a; Kregenow 1971b; Singh et al., 2019)
respecto a mamiferos los cuales carecen de mitocondrias (Yap & Zhang, 2021). El factor
sistémico se evidencia en el contexto de un desafio termorregulatorio, tal que se
ha reportado en dos especies de paseriformes (Periparus ater y Parus major) un
incremento en la capacidad metabdlica energética de los eritrocitos en invierno respecto
al otofio, que podria relacionarse a una respuesta de modificaciones de la demanda
metabolica entre estaciones (Nord et al., 2021). La variacién del metabolismo asociado
al efecto de temperatura ambiental puede estar dado por la interaccion de sefales (e.g.,
hormonas tiroideas) sistémicas que modulan las remodelaciones fisiologicas asociadas
a la capacidad termogénicas. (Pani & Bal, 2022). De esta manera, analizar el
metabolismo del tejido sanguineo podria ser Util para evaluar el impacto de los efectos

de la temperatura y la salinidad sobre la variacion de la tasa metabdlica organismica.

Asi, es posible que el metabolismo de las mitocondrias, a través de la actividad
de enzimas involucradas en el gasto de energia a nivel tisular, se correlacione con

modificaciones fisioldgicas que ocurren en aves sometidas a estrés hidrico (Gutiérrez et



al., 2019; Navarrete et al., 2021), tal como sucede cuando aves consumen agua y/o
presas saladas. Paralelamente y debido a que el metabolismo mitocondrial es una fuente
de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS de la sigla en inglés) (Treberg et
al. 2011; Quinlan et al. 2012, Costantini, 2019), resulta interesante evaluar si esta
potencial respuesta bioquimica representa un costo asociado a un desbalance en el

estado oxidativo (Tapia-Monsalve et al., 2018; Sabat et al., 2019).

A partir de esto, cabe preguntarse si frente a una ingesta salina crénica, es
posible que existan modificaciones en la funcidon mitocondrial; si estos ajustes se asocian
a cambios en el estrés oxidativo y finalmente si ambas funciones se correlacionan con
modificaciones en la tasa metabdlica (e.g., BMR masa-especifico). Ademas, para
dilucidar si la funcién mitocondrial corresponde a ajustes tejido-especificos y/o a
modificaciones organismicas asociadas a los requerimientos energéticos, se estudiara
el efecto de la variacién en la tasa metabdlica desencadenada por una variacion en la
temperatura ambiental. Asi, en esta tesis, se pretende integrar determinaciones de la
actividad metabdlica de eritrocitos a través de su capacidad catabdlica (e.g., Citocromo-
C oxidasa y citrato sintasa), la tasa metabdlica basal, la concentracion de fluidos
corporales y el estado oxidativo de tejido sanguineo, para examinar los ajustes
osmorregulatorios y energéticos (organismicos y celulares) frente al consumo de sales

en el Zonotrichia capensis.



1.1 HIPOTESIS

Hipétesis 1

La mantencion de la homeostasis hidrosalina frente a un consumo elevado de sales
requiere de la accion de mecanismos activos para su eliminacion, lo que en conjunto con
una variacién de la temperatura ambiental impacta sobre el gasto energético y la
capacidad osmorregulatoria y termogénica, respectivamente. Asi, se espera que tanto la
salinidad como la temperatura ambiente provoquen cambios en el gasto energético del
organismo, y cuando actian juntas, podrian crear un efecto distinto al de cada factor por
separado. A su vez, se espera que el efecto de la aclimatacion hidrosalina y térmica

sobre el estado oxidativo este vinculado al cambio en el gasto metabdlico.

Prediccion 1

En particular, se predice que en la aclimatacion a una hidratacion alta en contenido de
sales incrementaran la capacidad de concentracion de la orina (indice U/P) permitiendo
mantener la osmolaridad del plasma, asociado a un incremento en la tasa metabdlica;
mientras que la disminucién de la temperatura ambiental durante la aclimatacion térmica
generara un incremento de la capacidad termogénica (i.e., tasa metabdlica). Producto
de la interaccion de ambos factores se espera un incremento del gasto energético y en

ambas capacidades termo- y osmorreguladora. Ademas, se espera en todos los casos



que la variaciéon del gasto metabdlico sea en un mismo sentido con la variacion en los

niveles de prooxidantes

Hipotesis 2

Dado el caracter flexible del metabolismo de los eritrocitos y del impacto de la carga
salina sobre la regulaciéon del volumen celular, se espera encontrar modificaciones
bioquimicas en el metabolismo mitocondrial en respuesta al cambios en la osmolalidad
del plasma. Ademas, se espera que los cambios en la actividad metabdlica pueden tener
impacto sobre el balance oxidativo, dada la relacion entre el metabolismo y la produccién

de moléculas prooxidantes.

Prediccion 2

Se predice que, frente a la aclimatacion a un consumo elevado de sales, se observara
un incremento de la capacidad metabdlica bioquimica de los eritrocitos, manifestada
como aumentos en la actividad enzimatica mitocondrial. Lo cual, se espera que pueda

conllevar un incremento en los niveles de prooxidantes plasmaticos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Evaluar las respuestas organismicas energéticas, osmorregulatorias y celulares de una

especie de paseriforme, ante la exposicion a factores que desafian la regulacién

hidrosalina y térmica, con la finalidad de identificar las variables que inciden sobre los

ajustes fenotipicos.

1.2.2 Objetivo especifico

e Evaluar las respuestas energéticas organismicas frente a la aclimatacion térmica e
hidrosalina en Zonotrichia capensis.

¢ Analizar el impacto de la aclimatacién térmica e hidrosalina sobre el funcionamiento
del sistema osmorregulatorio.

e Examinar el efecto de la aclimatacion hidrosalina y térmica la capacidad metabdlica
celular y el vinculo con las respuestas organismicas.

e Evaluar el costo fisiologico a través del estado oxidativo, asociado al funcionamiento
del metabolismo energético organismico y celular, debido a la aclimatacion térmica

e hidrosalina.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Captura y Mantencion

Se captur6 a 24 individuos de Zonotrichia capensis (Passeriformes:
Passerellidae) adultos en octubre de 2022 en el sitio experimental German Greve Silva
de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, ubicado en la zona
de Rinconada de Maipu (33.4920588S, 70.824561W). El tiempo de captura y traslado fue
de aproximadamente de dos horas, hasta el bioterio en la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Las aves fueron capturadas con permiso del Servicio Agricola y
Ganadero (No. 7959/2021).

En el bioterio, las aves se mantuvieron de manera individual, en jaulas metalicas
de 40 cm x 40 cm x 40 cm, a una temperatura ambiental de 25°C (x1°C) con un
fotoperiodo de 12:12 dia-noche. Las aves tuvieron acceso a semillas de alpiste (Phalaris
canariensis) y agua potable ad libitum. Cada dos dias se les ofrecieron 500 mg de larvas
de Tenebrio molitor. Los animales se habituaron por una semana a estas condiciones y
luego se asignaron de manera aleatoria a los tratamientos experimentales de
aclimatacion (ver seccion Aclimatacion) manteniendo la composicién de la dieta.

Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, en donde se llevaron a cabo los

experimentos.
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2.2 Aclimatacién

Se asigno a 12 individuos de Z. capensis a una hidratacién de baja salinidad (0
mmol L' de suplementacion) en base a agua potable, y otras 12 aves a una hidratacion
de salinidad moderada con agua potable suplementada con cloruro de sodio (NaCl) para
alcanzar una osmolalidad tedrica de 200 mmol L' de NaCl (400 mOsm) asumiendo el
uso de agua pura (Pena-Villalobos et al., 2013). Esta concentracion se utilizé para
permitir la comparacion con otros estudios (Pefia-Villalobos et al., 2013; Sabat et al.,
2017; Sabat et al., 2019) y debido a que es una concentracion que las aves paserinos
pueden tolerar sin perder masa corporal (Bartholomew & Cade, 1963). Dado que el agua
potable tiene osmolalidad de entre 50-100 mOsm, la osmolalidad real de la solucién fue
de entre 450 y 500 mOsm, lo cual pudimos corroborar por osmometria (Wescor 5130B).
El tratamiento se mantuvo por cuatro semanas de manera continua, recambiando el
agua cada dos dias.

Durante el tratamiento de hidratacién salina, a ambos grupos de aves, se les
modifico la temperatura ambiental (aclimatacion térmica). Las primeras dos semanas se
aclimataron a 27°C y las siguientes dos semanas a 17°C. La aclimatacion a 17 °C se
debe a que, se espera que la tasa metabdlica puede incrementar un 37% respecto a la
tasa metabdlica basal (Sabat et al.,, 2006) y asi evitar un exceso de efecto de la
aclimatacion térmica sobre la hidrosalina (que puede incrementar la tasa metabdlica en
un 20%) (Pefa-Villalobos et al., 2013; Sabat et al., 2017). La secuencia de temperatura
ambiental se debe a que segun Barcelo et al. (2009) la historia térmica tiene un efecto
sobre la tasa metabdlica basal. El disefio experimental permitié analizar el efecto de la
salinidad, la temperatura ambiental e interaccion, sobre las variables fisioldgicas.
Ademas, se integra un componente temporal, que permite analizar la cinética de cambio

del presupuesto energético debido a la interaccion de los factores. De esta manera los
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tratamientos se abreviaron segun la salinidad a 400 mOsm (alta salinidad) y salinidad a
0 mOsm (baja salinidad) y temperatura de aclimatacion 27 °C (alta temperatura) y 17 °C

(baja temperatura).

2.3 Tasa metabdlica y conductancia térmica.

Para evaluar la respuesta termogénica se cuantifico al cumplir los 14 y 28 dias
de aclimatacion a cada ave se le determiné la tasa metabdlica basal mediante el
consumo de oxigeno (mL hr') en un estado postabsorbtivo (4 h de ayuno) a 30 °C.
Ademas, se determiné la tasa metabdlica de reposo a 15 °C un dia antes de la tasa
metabdlica basal. Las mediciones se realizaron en tres aves por dia, con un registro de
doce horas durante la noche (y en oscuridad) para la tasa metabdlica basal (20:00-8:00)
y de cuatro horas (12:00-17:00) en el dia para la tasa metabdlica de reposo a 15°C. Los
animales ayunaron de agua y comida antes de cada medicién de tasa metabdlica (basal
y estandar) por cuatro horas.

La tasa metabdlica basal o reposo se determind mediante tres sistemas
computarizados de Respirometria de flujo abierto (dos FMS y un FoxBox, Sable System,
Henderson, NV, Estados Unidos) calibrado con un mezcla conocida de oxigeno (20%) y
nitrégeno (80%) que se certificd por cromatografia (INDURA, Chile).

Los animales se colocaron en una camara metabolica metalica de dos litros las
que fueron dispuestas en gabinetes de temperatura controlada (Sable Systems,
Henderson, Nevada) a 30 o 15°C. Durante las mediciones, la camara recibio aire seco y
libre de anhidro carbdnico, debido a un paso previo por columnas de baralime (absorbe
anhidro carbdnico, hidréxido de calcio al 80% y de hidroxido de bario al 20%) y diedrita
(desecante, sulfato de calcio). Se establecid un flujo de 500 mL min™' (Sabat et al., 2006).

El aire fluyé a través de un tubo Bev-A-Line (Thermoplastic Processes Inc.) desde un
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controlador de flujo de masa incluido en los sistemas de respirometria. El aire que sale
de la camara pasa primero a través de un higrometro que graba la presion de vapor de
agua (kPa), luego atraviesa una columna de diedrita para secar el aire, asi, el aire seco
entra al analizador de CO; que después pasa a través de un analizador de O,.

Debido a que el CO; se extrajo antes de entrar en el O, analizador, el consumo
de oxigeno se calculé como (Withers, 1977): VO, = (FR x 60 x (Fi O—Fe O2) / (1-Fi Oz2)),
donde FR es la tasa de flujo en mL min™, Fi y Fe son las concentraciones fraccionarias
de O entrando y saliendo de la camara metabdlica, respectivamente. El andlisis y
procesamiento de datos se realizé a través del software EXPEDATA (Sable System,
international, NV, Estados Unidos). Antes y después de cada registro, se realizé6 una
linea base de al menos 15 min. Para estimar la tasa metabdlica basal y estandar se
utilizd un periodo de 20 min mas estables y de menor consumo de oxigeno en el registro.

La masa corporal se registré al final de cada medicién de respirometria usando
una balanza electrénica (0,1 g). Se registro la temperatura cloacal a 1,0 cm de
profundidad desde la entrada de la cloaca dentro de un minuto, luego el ave ser retirado
de la camara y utilizando la temperatura corporal que se mantuvo estables y al menos
durante cinco segundos. Para esto se utilizd una Termocupla fina Cole- Palmer copper-
constantan unida a un lector Chy 500 Thermometer (Veto®). Se calculé la conductancia
a 15°C, a partir de la ecuacion: M = C(Tb-Ta), donde M es la tasa metabdlica reposo, C
conductancia, Tb temperatura corporal y Ta temperatura ambiental de la camara de

registro.

2.4 Extracciéon Sangre y Hematocrito
Al final del registro de respirometria de tasa metabdlica basal (para Z. capensis)

a las segunda y cuarta semana (después de medir la masa y temperatura corporal), se
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realizé una extraccion de sangre, desde la vena braquial del ala izquierda, mediante una
puncién con aguja de 25 g, extrayendo ceca de un 1 % de sangre en masa corporal (0,01
mL g 0 10 yL g"), mediante capilares heparinizados (sédica) de 75 uL (Hirschmann ®).
El primer capilar se obtuvo aproximadamente 20 uL selldandose en un extremo para
cuantificar el hematocrito. El resto de sangre se recolecto y se deposité en un tubo de
1,5 mL con 20 uL (para Z. capensis) de heparina (5000 u.i mL™") (Fresenius Kabi,
Laboratorio Sanderson S.A, Chile), esta sangre se utilizd para los analisis de enzimas
metabolicas.

El capilar para hematocrito se colocé en una microcentrifuga (MX-12, LW
Scientific, Estados Unidos) a 12000 rpm (equivalente a 13500 rcf) por 8 min a
temperatura ambiente (20°C). Mediante una regla milimétrica se cuantifico la distancia
entre extremos de la fase con eritrocitos empaquetados y la distancia entre extremos de
la muestra total (plasma mas eritrocitos). Se calculo la razén de la primera respecto a la
segunda distancia multiplicando por cien, asi obtener la proporcién de eritrocitos
respecto a plasma.

La sangre para enzimas metabdlicas se centrifugo (M-240R, Boeco, Alemania) a
10000 rpm (equivalente a 9500 rcf) por 10 min a 4 °C, para separar los eritrocitos del
plasma. Ambas fases se recolectaron y se almacenaron por separado a -80 °C hasta ser
analizadas. Ademas, el plasma se almacend en dos submuestras, una de 25 L para la
cuantificacion de osmolalidad y otra de mayor volumen para analisis de estatus oxidativo

(de moléculas prooxidantes y antioxidantes).

2.5 Capacidad de concentracion y osmolalidad de fluidos corporales
La funciéon osmorregulatoria se evaluo mediante la capacidad de concentracion

se aplicd una dosis ajustada a la masa corporal (0,02 mL g') de solucién acuosa de
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NaCl a concentracion de 600 mmol L™ (véase Poulson & Bartholomew, 1962; Sabat et
al. 2004a; Sabat et al., 2006). Esta se realiz6 mediante una ingesta con jeringa,
entregandola cercana de la glotis de las aves, dispensandolo en micro dosis de
aproximadamente 40 pL para disminuir la regurgitacion. Luego, los animales se
dispusieron en cajas cerradas con una reja en la base, que permite la caida de orina y
fecas a un recipiente con aceite mineral (vaselina liquida, Drogueria Michelson, Chile).
Se reviso la caja de orina cada 30 min. Sabat et al. (2004a) muestra que la capacidad
maxima de concentracion ocurre entre 60 min a 90 min en paseriformes con modo de
vida costero y luego de esto, entre 15 a 30 min la osmolalidad disminuye entre un 4 a 14
%. En este trabajo se recolecto solo la orina que los animales excretaban, con lo cual,
se representa la capacidad de concentracion ya ocurrido todos los mecanismos de
modificacion post-renal (Hughes, 2003). En todos los ensayos las aves solo orinaron
luego de dos horas posterior a la aplicacion de la dosis y la orina luego de esto no fue
suficiente para realizar mediciones en el tiempo. Debido a lo anterior, las orinas
representan la capacidad de concentracion maxima en el periodo de dos horas. La orina
se recolecto con micropipetas evitando residuos sélidos de &cido urico. Esta se
centrifugo a 10000 rpm (9500 rcf) por 5 min para separar la orina de contaminantes en
la muestra, y debido a la diferencia de densidad entre sedimento y vaselina, es posible
separar la orina, la cual se aisl6 y se almacené a -80 °C hasta su analisis. La osmolalidad
del plasma y orina se cuantifica en un osmémetro Wescor 5130B. Las muestras se
descongelaron hasta quedar completamente liquidas a temperatura ambiente. Todas las
mediciones de cada ave se realizaron al menos en duplicado y se reporta el promedio

de las mediciones de osmolalidad.
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2.6 Tasa de consumo de agua

Con el fin de analizar el posible efecto del consumo de agua con salinidad
moderada en el componente de entrada del balance hidrico y de la funcion de
osmorregulacion, se investigo si el desafio osmorregulatorio es causado principalmente
por la deshidratacion o la restriccion hidrica, en lugar del consumo y procesamiento de
sales. Para ello, la tasa de consumo de agua durante la primera, tercera y cuarta semana
fue cuantificada en Z. capensis. Al inicio de cada semana de aclimatacion, las aves
ayunaron de agua y alimento por tres horas en la mafana desde préximo al inicio del
ciclo de luz de dia (9:00-12:00). Luego se les entrego el agua designada para el
tratamiento (salinidad moderada o baja) y alimento. Se cuantifico la masa del vaso con
agua al inicio y luego de dos horas para el consumo. Se corrigid el consumo por la
pérdida de agua por evaporacion mediante el uso de dos vasos de igual forma y tamano,
con una cantidad similar de agua, para luego sustraer este valor respecto a todos los

vasos asignados a las aves.

2.7 Enzimas metabdlicas

La capacidad metabdlica de los eritrocitos se evalué mediante la cuantificacion
de la actividad enzimatica de la enzima citrato sintasa y citocromo c oxidasa. Para medir
esto, los eritrocitos empaquetados se descongelaron y depositaron en un tubo. Luego la
muestra fue pesada en una balanza analitica (+0,0001) y se diluyo en buffer fosfato (frio)
de 0,1 M mas 2 mM de EDTA (pH 7,3) en una proporcion 1:5 (mg uL™) para alcanzar
una concentracién de 0,25 mg pL". La dilucién se homogenizo bajo hielo mediante
trituracién mecanica con vastagos. Luego las muestras se sonicaron en hielo usando un
sonicador Ultrasonic Processor (VCX 130) de 130 Watt, 14 veces en ciclos de cavitacion

de 20 segundos y 10 segundos de intervalo entre ciclos. EI homogenizado fue
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centrifugado a 15000 rpm (21380 rcf) por 15 min a 4°C para obtener la fracciéon
mitocondrial en el sobrenadante. Esa fraccion se recolecto y se distribuyd en tres tubos
en hielo, para el analisis de actividad enzimatica de Citrato Sintasa (CS) (E.C. 4.1.3.7) y
Citocromo C Oxidasa (COX) (E.C. 1.9.3.1) y determinacion de la concentracion de
proteinas. La concentracion de proteina se determind mediante el método de Bradford

(1976), con el estandar de albumina de suero de bovino, utilizando el kit QuickStart™.

La actividad enzimatica de COX se midié6 utilizando un método
espectrofotométrico de microplaca basado en Moyes et al. (1997) con modificaciones de
Pena-Villalobos et al. (2014). En resumen, la actividad enzimatica fue evaluada en un
medio de reaccion que contenia 10 mM Tris-HCI (pH 7,0), 120 mM NaCl, 250 mM
Sacarosa y solucién acuosa de citocromo C de corazén de equino reducido en ditiotreitol
(0,27 mg mL™"). Se preparo una solucién acuosa de citocromo C (2,7 mg mL™") que luego
se llevo a la concentracion requerida con solucidn acuosa de ditiotreitol a 1M. El volumen
total del medio de reacciéon fue de 0,2 mL. Se analizo la cinética de disminucién de la
absorbancia a 550 nm en un lector de microplacas Thermo Scientific Multiskan Sky High
UV/VIS a 25 °C. La actividad de COX se calculé utilizando un coeficiente de extincion

molar de 21,84 mM"'cm™ a 550 nm.

La actividad enzimatica de CS se cuantifico de acuerdo con el protocolo de Sidell
et al. (1987) con modificaciones de Pefa-Villalobos et al. (2014). El medio de ensayo
contenia 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM acido 5,5'ditiobis- (2-nitrobenzoico), 30 mM
Acetil Coenzima A (Acetil CoA) y 10 mM &acido oxolacetico (oxolacetato, OAA) en un
volumen final de 0,2 ml. La enzima CS cataliza la reaccion entre acetil CoA y OAA para
formar acido citrico. Se analizé la cinética de incremento en la extinciéon a 412 nm,

medida en un espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan Sky High UV/VIS a 25°C.
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Se calculo la actividad utilizando el coeficiente de extincién molar de 13,6 mM'cm™ a

412 nm.

2.8 Estatus oxidativo

El balance oxidativo depende de la capacidad antioxidante y dafio oxidativo. Los
cuales se cuantifico en el plasma de los individuos mediante el método en Navarrete et
al. (2021). La capacidad antioxidante total (TAC, por sus siglas en inglés) se cuantifico
mediante el ensayo CUPRAC (en inglés, cupric reducing antioxidant capacity) basado
en el protocolo de Apak et al. (2004), que permite cuantificar la cantidad de moléculas
antioxidantes no-enzimaticas. El dano oxidativo se estimé mediante el ensayo TBARS
(en inglés, thiobarbituric acid reactive substances) basado en el protocolo de Okhnawa
et al. (1979) para analizar los niveles de lipoperoxidacién. Ambos protocolos sufrieron
modificaciones para llevarlos a cabo en microplacas, las cuales se describiran a

continuacion.

En el ensayo CUPRAC se midio la intensidad de colorimetria del complejo cobre-
neocuproina que se redujo desde iones cupricos (Cu?*) a iones Cu' por la accién de
moléculas antioxidantes en la muestra, generando una coloracion azulada, cuantificando
la absorbancia a 450 nm (Apak et al. 2008). Se preparo un medio de reaccién en volumen
en proporciéon para microplaca basado lo propuesto por Apak et al. (2004) pero con
modificaciones, que contiene 10 mM de Cloruro de Cobre (1), 1 M de Acetato de Amonio
(pH 7,0) como buffer, 7,5 mM de neocuproina. A diferencia de Apak et al. (2004) no se
afiadié agua al medio de reaccion, lo cual no tuvo consecuencias en la linealidad de la
curva de calibracién ni en la saturacion del ensayo o en el rango de concentracion de la

curva de calibracion con el estandar (de 0 a 1 mM). El medio de reaccién se terminé de
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preparar al anadir el volumen de muestra o estandar y se deja incubar por una hora a
25°C. Se utilizo trolox como estandar, tal que la capacidad antioxidante se describe como
capacidad antioxidantes de equivalentes de trolox. El volumen final de reaccién es de
0,205 mL, el volumen de cada reactante se ajustd para un ensayo de microplaca
respecto a las proporciones sefaladas por Apak et al. (2004). Se midi6 la absorbancia
en un espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan Sky High UV/VIS a 450 nm a 25°C.

El buffer de dilucidon de las muestras fue PBS.

En el ensayo TBARS midi6 la intensidad de formacién de aductores de acido 2-
tiobarbiturico (TBA). Se forma a partir de la reaccion con moléculas de malondialdehido
(MDA) a una razéon de 1:2 (MDA: TBA). Se cuantific6 MDA plasmatico que es un
indicador del dano oxidativo a nivel sistémico. El protocolo se basé en Okhnawa et al.
(1979) pero con modificaciones. En frio, se afiadié a la muestra una solucién (fria en
hielo) de antioxidante 5% Butil-hidroxitolueno (BHT) para evitar la formacién y el efecto
de moléculas prooxidantes durante el procesamiento de la muestra de plasma, en una
proporcion volumen/volumen 1:100 (BHT:muestra). La dilucion de la muestra se realizd
en KCl al 1,15%. Se preparo por separado varias soluciones acuosas de 8% SDE (%p/v),
55 mM TBA en acido acético al 20% (%v/v). Se preparé el medio de reaccidon primero
afnadiendo relacion 3:2 de muestra y SDE, incubando por 5 minutos en hielo. Luego se
mezclé un medio de reaccion de proporcion volumen/volumen 4:3:1 de agua, TBA y
muestra. Este medio se incubé por una hora a 95°C en un bafio seco. Luego de este
periodo rapidamente se extrajo la muestra y se enfrio hasta temperatura ambiente en
menos de 4 minutos en hielo. Se utilizo un tubo control con agua y se analiza la
disminucion de la temperatura de este tubo con un termémetro de mercurio. Las

muestras a temperatura ambiente (25°C) se centrifugé a 4000 rpm (1520 rcf) por 10
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minutos a 4°C. El sobrenadante se recogidé y se colocd un volumen de 0,2 ml en una
microplaca. Se cuantifico la absorbancia en un espectrofotémetro Thermo Scientific
Multiskan Sky High UV/VIS a 532 nm a 25°C. Se cuantificé el nivel de MDA en las
muestras mediante una curva de calibracion con el protocolo antes mencionado
reemplazando por soluciones de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) un analogo al MDA
también llamado Malondialdeido bis (dimetil acetal), en un rango de concentraciones de

0 a 125 yM en reemplazo de la muestra animal. El blanco utiliza buffer de KCI.

2.9 Analisis estadistico

El analisis del efecto de la aclimatacion sobre los parametros bioquimicos,
metabolicos, osmorregulatorios y enzimaticos fue evaluado mediante un analisis de
varianza de medidas repetidas (RM-ANOVA, del inglés) a dos tiempos durante el periodo
de aclimatacién: luego de la aclimatacion al dia 14 a 27°C y al dia 28 a 17 °C. El analisis
implica a los factores independientes la salinidad, el factor tiempo corresponde al tiempo
experimentacion en conjunto a la temperatura de aclimatacion (27 °C y 17 °C) y el factor
interaccion correspondié a la salinidad y a la temperatura de aclimatacion. Se utilizé una
analisis de comparaciones multiples o analisis a posteriori de Fisher LSD para analizar
la evidencia de efecto entre los tratamientos térmicos e hidrosalinos. Ademas, se realizd
analisis de correlaciones mediante prueba de correlacion de Pearson para las variables
de actividad enzimatica y tasa metabdlica, y entre variables osmorregulatorias y de
estado oxidativo. Para el analisis de resultados mediante Pruebas de Hipodtesis y de
correlacion de Pearson, se utilizé la nomenclatura propuesta por Muff et al (2022) para
la interpretacion del p-valor. Por lo cual, no se utilizd la concepciéon dicotdmica de

significancia si el p-valor es menor a 0,05 (véase Navarrete et al 2023).
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Se utilizaron analisis paramétricos debido a que todos los datos cumplieron con
los requerimientos de normalidad y homocedasticidad, evaluados mediante la prueba de
Shapiro-Wilks y la prueba de Levene, respectivamente. Todos los analisis estadisticos

fueron ejecutados en STATISTICA® para el sistema operativo Windows.
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3 RESULTADOS

3.1 Respuesta energética organismica bajo la aclimatacion hidrosalina y térmica.

Se encontro evidencia fuerte de variacion de la masa corporal por efecto Unicamente
de la temperatura de aclimatacién. Tal que, las aves aclimatadas a salinidad baja y
moderada incrementaron su masa corporal durante la aclimatacion a baja temperatura
(Tabla 1). Hay ausencia de evidencia de cambios en la tasa metabdlica basal o reposo
asociado a los factores de aclimatacion e interaccién (Tabla 1). Se observé que no hubo
variacion en la capacidad de termorregulacién mediada por los efectos del tipo de
salinidad ni aclimatacién térmica, que se analiz6 a través del RMR, la capacidad
expansion metabdlica (RMR/BMR) y del costo de termorregulacion (RMR-BMR) (Tabla
1). Ademas, no hay evidencia de cambios en la temperatura corporal a 15 °C ni a 30 °C
mediados por los factores de aclimatacién. Se encontré evidencia moderada de un efecto
de la interaccién entre aclimatacion térmica e hidratacién salina sobre la conductancia
térmica. El analisis a posteriori permitié establecer evidencia moderada de que las aves
aclimatadas a alta salinidad disminuyen la conductancia segun la aclimatacion térmica a
17 °C, respecto a 27 °C. Ademas, se encontrd una evidencia débil de que a 17 °C las
aves bajo aclimatacion alta salinidad presentaron menor conductancia que aves
aclimatadas a salinidad baja y que las aves aclimatadas a baja salinidad mantuvieron la
conductancia en el tiempo (Tabla 1).

Dado que no hubo un efecto de la salinidad, se evalué el efecto de la historia térmica
sobre los ajustes energéticos, comparando las variables respuesta entre la aclimatacion

a 27°C y a 17°C. Se analizé la relacion entre la tasa metabdlica basal y de reposo,
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evidenciado una fuerte evidencia solo en aves aclimatadas a 17 °C y no para las aves
aclimatadas a 27 °C (Tabla 1). Ademas, se observé una evidencia fuerte de correlacion
de la temperatura corporal a 15 °C para aves aclimatadas a 17 °C, pero no para a 27 °C
(Tabla 2).

Tabla 1. Medidas de resumen (media + DE) y resultado del ANOVA de medidas
repetidas de parametros metabolicos energéticos. $Los valores de tasa metabdlica basal
y reposo estan expresados en unidades masa especifico. Superindices denotan

diferencias entre grupos mediante el analisis a posteriori.

TxS T S

Variable 27-400 | 27-0 17-400 | 17-0 F p F p F P
Mb 17,47 | 17,12> | 18,37 | 18,20° (1,20) | 0,425 | (1,20) | 0,007 | (1,20) | 0,518
g +1,29 +1,49 0,72 +1,34 | 0,66 15,84 0,43
BMRS® 2,74 3,05 2,65 3,01 (1,21) | 0,484 | (1,21) | 0,697 | (1,21) | 0,101
ml Oz b g +0,80 +0,35 +0,32 +0,52 | 0,508 0,155 2,934
Tb 30°C 40,29 40,94 40,46 40,21 (1,21) | 0,126 | (1,21) | 0,502 | (1,21) | 0,76
°C +0,97 +1,06 +1,05 +1,45 | 2,536 0,466 0,096
RMR?® 5,01 4,98 4,38 5,16 (1,22) | 0,217 | (1,22) | 0,485 | (1,22) | 0,344
ml Oz h g +0,85 +0,80 +1,17 +132 | 1,613 0,504 0,936
Tb 15°C 39,36 39,60 39,98 39,51 (1,21) | 0,123 | (1,21) | 0,08 | (1,21) | 0,385
°C +0,64 +1,11 +0,65 +1,18 | 2,587 3,391 0,786
Conductancia | 3,85° 3,60 3,17 3,90¢ (1,22) 0,034 | (1,22) | 0,331 | (1,22) | 0,346
mL Oz h' g °C" +0,70 +0,54 +0,73 +0,85 | 5,091 0,988 0,928
RMR/BMR® 1,86 1,64 1,71 1,66 (1,18) | 0,925 | (1,18) | 0,788 | (1,18) | 0,239

+0,51 +0,30 +0,39 +0,36 | 0,009 0,075 1,486
RMR-BMR® 2,27 2,20 1,73 2,43 (1,22) 10,559 | (1,22) | 0,703 | (1,22) | 0,624
mL Oz h™ g +1,14 +1,21 +1,01 +1,82 | 0,351 0,149 0,248

@ comparaciones en el tiempo de masa de aves a alta salinidad, p = 0,036

b comparaciones en el tiempo de masa de aves a baja salinidad, p =0,002.

¢ comparaciones en el tiempo de conductancia, p = 0,031.

4 comparaciones entre aves a salinidad alta y baja para conductancia, p = 0,071.

Las deméas comparaciones obtuvieron un p >0,1 para el analisis a posteriori
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Tabla 2. Relacion de la tasa metabdlica de reposo con la temperatura corporal y la tasa

metabdlica basal masa especifico, categorizadas por temperatura de aclimatacién. Se

muestran los intervalos de confianza al 95% de las pendientes de la relacion.

27°C 17°C
Pendiente RMRy Tb 15°C IC 95% [-0,595 to 0,120] [0,1363 to 1,102]
R? 0,083 0,253
Parametros de correlacién P 0182 0,014
Pendiente RMR y BMR IC 95% (-0,4817 to 0,6764) (0,2928 to 2,291)
R? 0,0057 0,73
Parametros de correlacion p 0,256 0,013
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3.2 Impacto de la aclimatacion térmica e hidrosalina sobre la funcion

osmorregulatoria

Se observo fuerte evidencia de un efecto de la aclimatacion térmica e hidrosalina,
por separado, en la capacidad de concentracion de orina (Tabla 3). El analisis a posteriori
reveld que las aves aclimatadas a baja salinidad presentan un aumento en la capacidad
de concentracion de orina a 17°C en comparacion con 27°C. Por otro lado, las aves
aclimatadas a alta salinidad no mostraron cambios significativos en su capacidad a lo
largo del tiempo. Ademas, se observé que, a 17°C existe evidencia moderada que indica
que las aves a baja salinidad tienen una mayor capacidad de concentracion de orina en

comparacion con las aves bajo hidratacion moderada (Tabla 3).

La temperatura de aclimatacion y la salinidad afectaron la osmolalidad del plasma
(Tabla 3). En el analisis a posteriori se encontré una fuerte evidencia de un aumento en
osmolalidad plasma desde aclimatacion térmica a 27°C a 17°C, sélo en las aves de baja
salinidad, y un patrén similar (aunque con evidencia débil) para aves aclimatadas a alta
salinidad (Tabla 3). Ademas, durante la aclimatacioén a 17°C, las aves aclimatadas a una
baja salinidad presentaron mayor osmolalidad de plasma en comparacion con las aves
aclimatadas a una alta salinidad (Tabla 3). Finalmente, se encontré una evidencia
moderada de una correlacion positiva entre la capacidad de concentrar la orina y la

osmolalidad del plasma (Figura 1).
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Figura 1. Relaciéon entre la osmolalidad de la orina y la osmolalidad del plasma. Cada

punto esta categorizado por tratamiento salino y térmico.

Se construyo el indice U/P a partir de la relacion entre la osmolalidad de orina y
plasma. Se encontré evidencia débil de que la salinidad y una evidencia moderada de
que la temperatura de aclimatacion afecta al indice U/P. Sin embargo, el analisis de
comparaciones multiples no permitié evidenciar diferencias significativas entre los

tratamientos (Tabla 3).

Respecto al hematocrito no se encontré evidencia de un efecto de la aclimatacion
alta salinidad, y solo se detectd un efecto débil de la aclimatacion térmica. El analisis a
posteriori revela evidencia moderada de un aumento en el hematocrito en aves
aclimatadas a baja salinidad desde 27°C a 17°C (Tabla 3). Ademas, se observo un efecto
de la aclimatacién salina en la variacion de la tasa de consumo de agua (Tabla 4), y el
analisis de comparaciones multiples muestra evidencia muy fuerte de que solo difieren

en la tasa de consumo durante la primera semana. (Tabla 4).
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Tabla 3. Medidas de resumen (promedio + DE) y resultado del ANOVA de medidas
repetidas de los parametros osmorregulatorios y hematoldgicos. Superindices denotas

diferencias entre grupos mediante el analisis a posteriori.

TxS T S

Variable 27-400 | 27-0 17-400 | 17-0 F p F p F P
Orina 53242 | 620,78% | 642,00° | 838,67 | (1,19) | 0,36 | (1,19) | 0,009 | (1,19) | 0,005
mmol kg +135,74 | £151,95 | +190,49 | 181,62 | 0,879 8,606 9,829
Plasma 349,00° | 359,25° | 362,75° | 384,00® | (1,16) | 0,231 | (1,16) | 0,001 | (1,16) | 0,0001
mmol kg'* +13,14 $7,98 | 11,04 +15,56 | 1,55 18,74 24,45
uP 1,51 1,73 1,81 2,26 (1,15) | 0,592 | (1,15) | 0,029 | (1,15) | 0,06

0,38 0,42 0,52 +0,49 | 0,3 5,856 4,140
Hematocrito | 45,12 | 44,54° | 45,66 47,02 (1,18) | 0,315 | (1,18) | 0,072 | (1,18) | 0,493
% 2,86 3,77 +1,79 $2,92 | 1,067 3,664 0,49

@ comparaciones en el tiempo en aves a salinidad baja para orina, p = 0,0191; para plasma, p = 0,0007.

b comparaciones entre aves a salinidad baja y moderada para orina, p = 0,0001; para plasma, p = 0,0003.
¢ comparaciones en el tiempo en aves a salinidad moderada para plasma, p = 0,055.

9 comparaciones en el tiempo en aves a salinidad baja para PVC, p =0,041.

Las deméas comparaciones obtuvieron un p >0,1 para el analisis a posteriori.

Tabla 4. Medidas de resumen (media + DE) y resultado del ANOVA de medidas
repetidas del consumo de agua en funcion de la salinidad y temperatura. Superindices

denotas diferencias entre grupos mediante el analisis a posteriori.

Semana TxS T S
Salinidad | 1rg 3ra 4ta F p F p F P
Consumo de | 400 2,97° 2,33 2,65 (2,38) | 0,3267 | (2,38) 0,1563 | (1,19) | 0,0313
agua (g) +0,81 10,80 +0,73 | 1,552 1,995 5,404
0 2,25° 2,18 2,28
+0,59 10,69 0,51

2 efecto de la salinidad al comparar la primera semana de aclimatacion, p = 0,0038.

Los demas parametros obtuvieron un p >0, 1 para el anélisis a posteriori.
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3.3 Metabolismo celular de eritrocitos durante la aclimatacion térmica e hidrosalina

y la relacién con el metabolismo organismico.

No se encontré evidencia de un efecto del tipo de hidratacion, aclimatacion
térmica o su interaccién sobre la variacion en la actividad de las enzimas mitocondriales
CS y COX (Tabla 5). Sin embargo, se encontré una evidencia fuerte de una correlaciéon

moderada y positiva entre COX y CS (Figura 2).
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Figura 2. Relacion entre la actividades de enzimas mitocondriales (CS y COX) de los
eritrocitos de Zonotrichia capensis. Cada punto esta categorizado por tratamiento de

aclimatacion salina y térmica.

El analisis de correlacion revelé una relacion positiva entre la expansibilidad
metabdlica y la actividad de citrato sintasa, sélo durante la aclimatacién a 17°C, pero

ausente a 27°C (Figura 3).
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Figura 3. Relacion entre la expansividad metabdlica y la actividad de la citrato sintasa.
La medida de expansividad metabdlica fue calculada como RMR — BMR y se categorizd

segun la aclimatacion térmica a 27°C y 17°C.

Tabla 5. Medidas de resumen (media + DE) y resultado del ANOVA de medidas

repetidas de la actividad de enzimas mitocondriales de los eritrocitos.

TxS T S
Variable 27-400 27-0 17-400 17-0 F p F p F P
Ccs 6,02 9,41 9,28 8,93 (1,16) 0,102 | (1,16) | 0,203 | (1,16) | 0,214
nmol min"! 3,016 1,758 1,673
mg protein" 12,78 | +4,73 +3,25 +4,24
COX 0,87 1,00 0,92 1,47 (1,17) 0,476 | (1,17) | 0,397 | (1,17) | 0,097
nmol min’! 0,531 0,755 3,089
mg protein™! +0,67 | 0,90 +0,58 +0,41
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3.4 Estado oxidativo durante la aclimatacion térmica e hidrosalina.

Se encontré evidencia moderada de un efecto de la temperatura de aclimatacion
y de la interaccion entre salinidad y temperatura de aclimatacién en los niveles de TAC,
asi como una evidencia débil de un efecto de la salinidad. El analisis de comparaciones
multiples indicé una evidencia muy fuerte de un incremento niveles de TAC desde 27°C
a 17°C en las aves aclimatadas a baja salinidad (Tabla 6). En cambio, las aves
aclimatadas a alta salinidad no mostraron variacion en sus niveles de TAC debido a un
efecto de la temperaturas de aclimatacion. Ademas, se encontré evidencia muy fuerte
de que, a 17°C, las aves aclimatadas a baja salinidad presentaron niveles de TAC mas
altos que las aves aclimatadas a salinidad moderada (Tabla 6). Por otro lado, los niveles
de MDA no mostraron evidencia de haber sido afectados por los factores de salinidad,
temperatura, ni interaccion (Tabla 6). Asimismo, no se encontré evidencia de un efecto

de estos factores en la variabilidad del indice TAC/MDA (Tabla 6).

Por ultimo, se encontré que la variabilidad de TAC se explica en un 35,5% por la
variabilidad de MDA (Figura 5A). Finalmente, se encontré que la variabilidad de la
osmolalidad de la orina se explica en un 10,7% debido a la variacion de TAC en plasma

(Figura 5B).
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Figura 4. Capacidad antioxidante y su relacion con el estrés oxidativo (a) y los

parametros osmorregulatorios (b).
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Tabla 6. Medidas de resumen (media + DE) y resultado del ANOVA de medidas
repetidas los parametros de estado oxidativo. Superindices denotas diferencias entre

grupos mediante el analisis a posteriori.

TxS T S

Variable | 27-400 | 27-0 17-400 | 17-0 F p F p F P
TAC 3,16 2,87° 3,25° 4,77 (1,19) | 0,035 | (1,19) | 0,039 | (1,19) | 0,088
mM +1,16 0,60 0,88 +1,36 | 5,133 4,937 3,229

MDA 3,56 3,80 5,19 8,19 (1,14) | 0,325 | (1,14) | 0,003 | (1,14) | 0,224
M 2,07 3,29 3,95 $2,99 | 1,042 3,240 1,619
TACI/MDA | 1,09 0,93 0,92 0,65 (1,12) | 0,566 | (1,12) | 0,603 | (1,12) | 0,344
X10° 0,59 0,39 0,82 0,30 | 0,349 0,285 0,971

@ comparaciones entre aves a salinidad moderada y baja para TAC, p= 0,0029
b comparaciones en el tiempo para aves a salinidad baja para TAC, p= 0,0042

Las deméas comparaciones obtuvieron un p >0,1 para el analisis a posteriori
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4 DISCUSION

4.1 Flexibilidad metabdlica y osmorregulatoria por la aclimatacién térmica y salina

Se ha documentado que la aclimatacion a temperaturas bajas y salinidades altas en
Z. capensis, producen un incremento de la tasa metabdlica basal (BMR), que podria
estar asociado a mayor capacidad osmorregulatoria y termogénica (Pefa-Villalobos et
al., 2013; Sabat et al., 2017 Maldonado et al., 2009; Pefa-Villalobos et al., 2014). Sin
embargo, en este estudio no se observé una variacion de la tasa metabdlica (de BMR ni
RMR) por un efecto de la aclimatacion térmica ni hidrosalina (Tabla 1). Esto podria
deberse que no hay variacion de la capacidad osmorregulatoria y en el caso de la
aclimatacion térmica puede explicarse porque el periodo de aclimatacion y la intensidad
(i.e., magnitud de la temperatura) de la aclimatacién no habrian alcanzado un umbral
necesario para producir un cambio fenotipico (Cavieres & Sabat 2008; Bozinovic et al.,

2014; Pollock et al., 2019).

Se ha propuesto que el cambio en BMR durante la aclimatacion al consumo de sales
es una respuesta a un mayor gasto energético en el proceso de osmorregulacion
(Gutiérrez et al. 2012; Sabat et al., 2017; Sabat et al., 2019). Dado que no hay variacion
de la capacidad osmorregulatoria encontrada en este estudio (Tabla 3, indice U/P), la
ausencia de la variacion en BMR entre tratamientos no es sorprendente. En este sentido,
es posible que las aves presenten un “margen de tolerancia” (e.g., sensu Diamond &

Hammond 1992) de la capacidad osmorregulatoria que permite procesar la
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concentracion salina aplicada (Layton et al., 2000; Casotti et al., 2000; Sabat et al. 2009;
Pefna-Villalobos et al. 2013; Sabat et al. 2017; Sabat et al. 2019) (Tabla 3). De esta
manera, se infiere que la concentracion de sal en este estudio podria no ser un desafio

osmorregulatorio significativo.

Hay estudios que sugieren que el periodo de interaccion del organismo con el
ambiente térmico puede modular la respuesta plastica del BMR en situaciones
experimentales. En este sentido, en Z. capensis la expresion de cambio (i.e., flexibilidad)
de BMR depende del periodo de la aclimatacion de al menos cuatro semanas anteriores
(Barcelo et al., 2009). Ademas, se ha reconocido que la intensidad de la temperatura
puede producir cambios en BMR y Mmax (i.e., maxima capacidad termogénica) en aves
(Stager et al., 2021; Oboikovitz & Swanson, 2022). En el caso de Z. capensis, se ha
observado que el aumento en el BMR esta vinculado con la aclimatacion a 15 °C en
comparacion con 30 °C (Cavieres & Sabat, 2008; Maldonado et al.,, 2009; Pefa-
Villalobos et al., 2014). Sin embargo, algunos estudios indican que la variacion en la tasa
metabdlica no es siempre una respuesta ante la aclimatacién o aclimatizacion térmica
en temperaturas por debajo de la zona termoneutral (véase Sabat et al., 2006a). Por
ejemplo, en Z. capensis, no se observan cambios en el BMR cuando se realiza una
comparacion entre verano e invierno (Maldonado et al., 2009; Pena-Villalobos et al.,
2014). Paralelamente, poblaciones de Z. capensis de diferentes climas presentan
variaciones en la flexibilidad metabdlica frente a la aclimatacion térmica, es mas,
poblaciones de climas aridos presentan ausencia de flexibilidad del BMR (Cavieres &
Sabat, 2008). Hipotetizamos que el incremento de la temperatura y la sequia en climas
mediterraneos en las ultimas décadas (Boisier et al., 2016; Burger et al., 2018) podria

haber tenido un impacto sobre la capacidad de aclimatacion térmica (e.g., Cavieres et
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al., 2017). A partir de esto, no sabemos si este tiempo de aclimatacion fue adecuado
para cambiar el BMR y RMR (ver Tabla 1), o como influyé en la adaptabilidad metabdlica

de Z. capensis, teniendo en cuenta las variaciones climaticas recientes.

4.2 Ajustes de eficiencia energética segun las aclimatacion térmica e hidrosalina

Proponemos que ante la ausencia de cambios en BMR y RMR durante la
aclimatacion térmica e hidrosalina, se pudieron generar cambios en la eficiencia
energeética, es decir, modificaciones en el aprovechamiento de nutrientes y energia. De
esta manera los ajustes en la eficiencia energética permiten hacer frente a condiciones
que impactan sobre el gasto energético sin la necesidad de recurrir a cambios en BMR
(Pefa-Villalobos et al., 2014; Navarrete et al., 2023).

La variacion de la masa corporal es un indicador del balance energético, dado que
esta es afectada negativamente por el gasto de energia (Klaassen et al., 2004) y
positivamente por ajustes en la eficiencia energética (Bateson et al., 2021). En este caso,
el incremento en la masa corporal sélo durante la aclimatacion a baja temperatura es
consistente en que este factor podria impactar en mayor medida el gasto energético en
comparacion a la salinidad (ver Sabat et al., 2006a; Briga & Verhulst, 2017). En este
trabajo estimamos que la tasa metabdlica en reposo incrementa 120 a 280% respecto la
tasa metabdlica basal (Tabla 1), mientras que en la literatura se reporta que la
aclimatacion hidrosalina puede incrementar la tasa metabdlica basal entre 15-20%
(Sabat et al., 2017; Sabat et al., 2019). En este sentido, la variacion de la masa corporal
y ausencia de variacion del gasto energético, puede ser un indicador de ajustes en la
eficiencia a partir de la aclimatacion térmica dado el mayor impacto de la temperatura

ambiental sobre el gasto energético.
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La evidencia de ajustes de la eficiencia energética se infiere a partir de dos aspectos:
En primer lugar, el acoplamiento entre BMR y RMR sélo en la aclimatacion a baja
temperatura (17°C) (Tabla 2), indica un ajuste en el gasto energético sélo a baja
temperatura. Ademas, se infiere que el ajuste del gasto energético esta limitado por
condicionantes del BMR, lo que podria afectar la capacidad termogénica y tener un
impacto sobre la regulacion de la temperatura corporal (Tabla 2). En este sentido,
Barcel6 et al., (2017) muestra que, en aves, el BMR se relaciona con la capacidad
digestiva de adquisicién de nutrientes. De esta manera, es posible que el ajuste
metabdlico a baja temperatura se deba a la variabilidad y a restricciones en los procesos
de adquisicion de energia (e.g., Koteja, 1996a; Koteja, 1996b). Sin embargo, cierta
cautela se debe tener al interpretar esta respuesta y su extrapolacion hacia la vida libre,
ya que existe evidencia que en animales de terreno hay una baja correlacién entre la
BMR y RMR (Briga & Verhulst, 2017), de manera que otras variables pueden estar en
juego.

Se ha documentado que la evidencia de variabilidad interindividual de la temperatura
corporal a lo largo de la vida podria reflejar diferencias en los componentes de la
dinamica energética (Tapper et al. 2021), es decir, de la aislacion térmica, perdida y/o
produccién de calor (McNab, 1980). Los ajustes en el gasto energético también pueden
involucrar la modulacién de la dinamica energética, lo que configura diferentes
estrategias de termorregulacion. En este contexto, pareciera que los individuos de Z
capensis pueden termorregular sin que exista una variacion significativa en la capacidad
termogénica (e.g., BMR y RMR) (Pefa-Villalobos et al., 2014; Navarrete et al., 2023).
Nuestros resultados sugieren que la estrategia de termorregulacion en Z. capensis se ve
modulada por la interaccion de la aclimatacion térmica e hidrosalina, en tanto, las aves

aclimatadas a una salinidad moderada disminuyeron la conductancia térmica con el
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tiempo (entre 27°C y 17°C) en comparacién con las aves de salinidad baja (Tabla 1).
Esto podria indicar una respuesta asociada al principio de asignacion de energia, en el
que las aves de salinidad moderada expresan un fenotipo ahorrador de energia al reducir
la pérdida de energia, lo que posiblemente redirige la ganancia de energia hacia otros
procesos, tales como la osmorregulacion. De esta manera, los organismos parecieran
presentar una estrategia de ajuste en la eficiencia energética frente a la aclimatacion a
baja temperatura, como una alternativa a la variacién de la capacidad metabdlica. En
particular, pueden reducir el costo energético de la termorregulacion y/o modificar el

aislamiento térmico para evitar la pérdida de energia en forma de calor

4.3 Capacidad metabdlica de eritrocitos durante la aclimataciéon térmica y

salina y prediccion de la capacidad termogénica

La ausencia de variacion de actividad enzimatica sugiere que la aclimatacion térmica
y salina en este trabajo no conlleva ajustes en el metabolismo energético. Por un lado,
la ausencia de un estrés osmoético puede deberse a la cantidad de sal consumida por las
aves es inferior al que se requiere para modificar la concentracion del plasma, en
comparacion con la cantidad de sal suministrada a otros estudios (e.g., Bollinger et al.,
2005). Por otro lado, la ausencia de variacion de actividad metabdlica de los eritrocitos
asociado a la temperatura puede deberse a la ausencia de variacion de las capacidades
termogénicas entre tratamientos experimentales (Tabla 5). La variacion en la capacidad
termogénica, influenciada por la cantidad de hormonas moduladoras del gasto
energeético circulantes en el plasma, como las hormonas tiroidales (Pani & Bal, 2022),
podria afectar la bioquimica de los eritrocitos. Sin embargo, es importante destacar que,
bajo las condiciones de aclimatacion utilizadas, no se observé flexibilidad a nivel del

gasto energético general, lo que se correlaciona funcionalmente con la ausencia de
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cambios a nivel bioquimico, expresados como modificaciones en la actividad de enzimas
metabolicas de los eritrocitos.

El metabolismo energético organismico es un proceso que se integra a cada escala
de organizacién biolégica, desde las células al organismo completo y obedece a la
sumatoria de los niveles de gasto energético de todos los tejidos metabdlicamente
activos (Savage et al. 2007; Miettinen et al., 2016). En este sentido, es muy probable
que los eritrocitos contribuyan al metabolismo organismico (Malkok et al., 2021). Aunque
este trabajo no se centr6 mas alla de la contribucidn, se infiere que la capacidad
bioquimica de los eritrocitos puede actuar como un predictor de la capacidad de
expansion del metabolismo (Figura 3). Lo cual es interesante que se refleja a través de
la enzima citrato sintasa, dado que se ha observado que esta enzima puede ser un
predictor de la capacidad oxidativa maxima de un tejido (Vézina et al., 2005). De esta
manera, los ajustes energéticos organicos asociados a la habituacion térmica podrian
verse reflejados a través de la capacidad bioquimica de los eritrocitos. Estos ajustes
metabdlicos en los eritrocitos podrian, a su vez, predecir las limitaciones fisiolégicas de
los organismos para enfrentar desafios termorregulatorios. Esta capacidad de prediccién
podria deberse al efecto de sefales sistémicas, tales como los niveles de moduladores
hormonales (ej. corticosterona, hormonas tiroideas) que participan en la coordinacion de
remodelaciones sistémicas y que modulan tanto la maquinaria de produccion de energia
(Jimeno et al., 2018; Jimeno et al., 2020), y la tasa metabdlica (ver revisién de Pani &
Bal, 2022). En este sentido, un aspecto que vale la pena explorar en el a futuro es si la
capacidad metabdlica de los eritrocitos se corresponde con la actividad metabdlica de
otros tejidos. Es importante determinar si el metabolismo de los eritrocitos realmente

representa los ajustes bioquimicos a escala sistémica en érganos como el corazén,
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cerebro, higado, rifiones y musculo esquelético, ya que estos drganos representan la
mayor parte del metabolismo de reposo (Wang et al., 2001; Mdiller et al., 2011).

Por otro lado, la relacion positiva entre actividad las enzimas COX y CS (Figura 2)
sugiere que la variacion de la actividad mitocondrial es un proceso coordinado entre
distintas vias metabdlicas (e.g., ciclo de Krebs y cadena transportadora de electrones).
Un aspecto importante en la regulaciéon de la actividad mitocondrial se relaciona con la
dependencia de la actividad de COX en la composicion de acidos grasos de la
membrana mitocondrial. El aumento de actividad depende de una mayor presencia de
acidos grasos poliinsaturados en los fosfolipidos de la membrana mitocondrial
(Seebacher et al., 2010). Las semillas del alpiste, principal alimento utilizado, tiene bajos
niveles de lipidos (respecto a proteinas y carbohidratos), incluidos los acidos grasos
poliinsaturados (Maldonado et al., 2012; Cogliatti et al., 2014). Con lo cual, la dieta podria
haber tenido un papel mas importante que los posibles efectos de la salinidad y la
temperatura en la regulacién de la actividad mitocondrial (Guderley et al., 2005; Hulbert
et al., 2005; Hulbert et al.,2006).

En resumen, el estudio de la capacidad bioquimica de los eritrocitos y su relacién
con la habituacion térmica y las sefales hormonales abre nuevas vias de investigacién
que podrian enriquecer nuestra comprension de como los organismos se adaptan y
regulan su metabolismo para enfrentar los desafios del entorno cambiante. Estos
hallazgos podrian tener implicaciones significativas para la ecologia, fisiologia y
conservacion de las especies en un mundo en constante cambio.

4.4 Capacidad osmorregulatoria y estrés oxidativo durante la aclimatacion térmica
y salina.
El impacto de la salinidad sobre la variacién de la funcion osmorregulatoria es

contrario a lo esperado (Goldstein & Zahedi 1990; Dawson et al. 1991; Sabat, 2000).
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Nuestros resultados mostraron un efecto de la aclimatacion térmica e hidrosalina por
efectos independientes (Tabla 3), lo que solo ocurre en aves sometidas a una baja
salinidad y temperatura de aclimatacion, mostrando un incremento en la capacidad de
concentracion de la orina (razén U/P) (Tabla 3). La causa de esta contradiccion puede
estar dado por cambios en el funcionamiento basal del sistema osmorregulatorio entre
regimenes salinos. Se observa que la magnitud basal de la osmolalidad del plasma
determina en una parte la osmolalidad de la orina (Figura 1). Sin embargo, es posible
que la variacion no tenga un impacto significativo la capacidad de homeostasis
osmorregulatoria y el balance hidrico, debido a que no encontramos un efecto de la
aclimatacion térmica ni régimen salino sobre la magnitud de la tasa de hidratacion o en
el metabolismo energético total (Tabla 4) (Hawkins & Corbit, 1973).

Por otro lado, la variacion de la capacidad de concentracion de la orina pudo
deberse a la influencia de los niveles de antioxidantes circulantes sobre la osmolalidad
del plasma (Figura 4B), tal que aves sometidas a una baja salinidad y temperatura
incrementan los niveles de antioxidantes. En este sentido, los niveles de antioxidantes
no enzimaticos se han reportado que pueden responder fuertemente a los niveles de
acido urico en el plasma (Costantini, 2010), principal desecho nitrogenado en aves
(Dawson et al. 1991; Sabat et al. 2004; Aldea & Sabat, 2007). El aumento de acido urico
circulante puede incrementar debido al aumento del catabolismo proteico asociado a al
gasto energético de la actividad muscular (contraccién) y locomotora (Alan & McWilliams,
2013; Dick & Guglielmo, 2019; Gutierrez et al., 2019). De este modo, es posible que los
animales aclimatados a una baja salinidad y a baja temperaturas tuviesen mayor
actividad muscular y catabolismo proteico que los animales aclimatados al régimen

salino moderado.
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Al mismo tiempo, la variacion en los niveles de moléculas prooxidantes podria
constituir un indicador de la actividad metabdlica. Como consecuencia de esta actividad
metabdlica, los niveles de antioxidantes aumentan, lo que compensa el incremento de
los niveles de prooxidantes (Tabla 6 y Figura 4A). En este sentido, se ha observado una
interaccion entre la actividad locomotora y el estado oxidativo (Fletcher et al., 2015).
Ademas, se ha evidenciado que el acido urico puede inhibir la liperoxidacién (Smith &
Lawing, 1983; Ames et al., 1991), lo que podria explicar la ausencia de variacién en el
estado oxidativo (razon MDA/TAC) entre los tratamientos experimentales (Costantini &

Verhulst, 2009).
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5 CONCLUSIONES

En resumen, no se cumplieron las hipotesis propuestas dado la ausencia de variacion
en la tasa metabdlica organismica, de las capacidades termogénicas vy
osmorregulatorias y del metabolismo del eritrocito asociado a la carga salina. Contrario
con lo observado en la mayoria de la literatura, se destaca la falta de variacion en el
BMR debido a la aclimatacién al consumo de sales, lo cual sugiere la presencia de un
margen de seguridad de la capacidad osmorregulatoria para enfrentar el consumo de
soluciones salinas moderadas a altas. Los ajustes en la eficiencia energética durante la
aclimatacion térmica podrian tener un impacto mas significativo en el gasto energético
en comparacion con la salinidad. Esta adaptacién posiblemente permite afrontar
desafios sin requerir cambios en la tasa metabdlica basal, lo que pone de relieve el
posible papel crucial de la dieta en la regulacién de la actividad mitocondrial. Ademas, la
capacidad metabdlica de los eritrocitos emerge como un potencial predictor de la
capacidad termogénica, sugiriendo que las adaptaciones bioquimicas en los eritrocitos
reflejan ajustes energéticos a nivel del organismo en respuesta a la aclimatacion térmica.
Los resultados revelan hallazgos inesperados en cuanto a la capacidad
osmorregulatoria, con aves sometidas a baja salinidad y temperatura exhibiendo una
mayor capacidad de concentracion de la orina. Se sugiere que los niveles de
antioxidantes circulantes puedan influir en esta variabilidad. En conjunto, los procesos
de aclimatacion térmica y salina pueden influir de manera diversa en el metabolismo
energético y la capacidad osmorregulatoria de las aves. Estos resultados abren nuevas
avenidas de investigacion para comprender como los organismos se adaptan en un

entorno en constante cambio.
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