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RESUMEN

La eleccion de un determinado item trofico por un individuo depende tanto de su
capacidad de adquisicion como de su capacidad de digerirlo. Asi, la diversidad de
alimentos ha permitido la existencia diferentes estrategias digestivas, ya sea a través de
adaptaciones conductuales, morfologicas o fisiologicas. Desde esta perspectiva, el
estudio de la capacidad hidrolitica de las enzimas digestivas localizadas en la chapa
estriada de los enterocitos ha sido de gran utilidad para establecer algunos aspectos de
las estrategias digestivas en vertebrados. Diversos estudios han reportado una aparente
correlacion entre las caracteristicas de la dieta y la fisiologia digestiva en vertebrados,
demostrado una gran variabilidad en la actividad enzimadtica. Sin embargo, los niveles de
actividad de enzimas digestivas constitutivas de la membrana de los enterocitos, no han
sido correlacionados con los niveles o concentraciones de nutrientes a una escala
evolutiva (i.e., a través de un anélisis comparativo inter-especifico). El objetivo de esta
tesis fue estudiar el ajuste de las caracteristicas fisiologicas relacionadas con la
adquisicion de nutrientes, a las modificaciones de la dieta en distintas especies de aves
paseriformes de Chile Central. Se utilizé una aproximacion estadistica que incorpora al
origen filogenético de las especies y variables relacionadas con las caracteristicas de la
dieta como fuente de variacion sobre las variables digestivas (i.e., isdtopos estables de
nitrogeno o 5N, proporcion de nitrogeno y carbono y proporcion de insectos en la dieta).
Las actividades enzimaticas mostraron una gran variacion interespecifica, sin embargo la

categoria dietaria no mostré efectos sobre las tasas de hidrélisis. Sin embargo, la



actividad de maltasa se relaciona con el porcentaje de nitrégeno de la dieta.
Adicionalmente la razén aminopeptidasa-N/maltasa se correlaciona de manera negativa
con la proporcion de semillas encontradas en el tracto gastrointestinal.

La composicion isotdpica de nitrogeno de musculo pectoral e higado revelé que los
omnivoros presentarian los mayores niveles troficos. Debido a que la diferencia en los
niveles de actividad enzimdtica entre especies fue en general mayor a la reportada para
la variacién intraespecifica (i.e., debida a flexibilidad fisiolégica), nuestros resultados
sugieren que esta variacion tendria una base genética. Ademas, la carencia de asociacion
entre la categoria dietaria y la fisiologia digestiva sugieren que la categorizacién no
siempre refleja la composicién quimica del alimento ingerido. Por ultimo, la posicion
tréfica de las distintas especies calculada a partir de los andlisis de la composicion
isotopica de nitrogeno en los tejidos, no fue concordante con las categorias dietarias
descritas para las especies modelo. Probablemente esta situacion se deba a la presencia
de gran heterogeneidad isotopica en la base de la trama trofica, lo que fue corroborado

por los andlisis de 8 '°N de las plantas presentes en los sitios de estudio.

X1



ABSTRACT

The choice of a particular diet by an individual depends on its ability to obtain it as well
as their ability to digest it. Thus, the diversity of foods has allowed the existence of
different digestive strategies, either through behavioral, morphological or physiological
adaptations. From this perspective, the study of the hydrolytic capacity of digestive
enzymes located at the brush border of the enterocytes has been very useful to establish
some aspects of digestive strategies in vertebrates. Several studies have reported an
apparent correlation between the dietary characteristics and digestive physiology in
vertebrates, showing also a large variability in digestive enzyme activities. However, the
levels of digestive enzyme activities of the enterocytes, has been no correlated with the
levels or concentrations of nutrients at an evolutionary scale (i.e., inter-specific
comparative analysis). The objective of this thesis was to study the adjustment of the
physiological traits related to the acquisition of nutrients, to dietary transitions in
different species of passerine birds in central Chile. We used a statistical approach that
incorporates the phylogenetic origin of species and variables related to the
characteristics of the diet as a source of variation on the digestive variables (i.e., stable
isotopes of nitrogen & '°N, nitrogen ratio and proportion of insects in the diet). The
enzyme activities exhibited a large interspecific variation, but the dietary category
showed no effect on hydrolysis rates. However, it was found that maltase activity is
related to the percentage of nitrogen in the diet. Additionally, the ratio aminopeptidase-

N/maltase was negatively correlated with the proportion of seeds found in the
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gastrointestinal tract. The nitrogen isotopic composition of pectoralis muscle and liver
revealed that omnivorous species exhibits higher trophic levels. Because the difference
in enzyme activity levels between species was generally greater than that reported for
intraspecific variation (i.e., due to physiological flexibility), our results suggest that this
variation would have a genetic basis. Moreover, the lack of association between dietary
category and digestive physiology suggest that categorization does not always reflect the
chemical composition of the food. Finally, the trophic position of the different species
calculated from the analysis of the isotopic composition of nitrogen in the tissues was
not consistent with dietary categories described for the model species. Probably, this is
due to the presence of isotopic heterogeneity at the base of the food web, which was

corroborated by the analysis of 8N of the plants of the study sites.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente se ha postulado que la eleccién de un determinado item tréfico
dependeria de su abundancia y disponibilidad. Sin embargo, la seleccion del alimento
por un individuo no solo presentaria una correspondencia con su capacidad de
adquisicion si no también con la capacidad de digerirlo (Martinez del Rio & Stevens
1989). Esto se traduce en que la eleccion de un determinado item trofico se encuentra en
una correspondencia con la capacidad digestiva, ya sea por las tasas de hidrélisis y
absorcion de nutrientes particulares y/o de la tasa de asimilaciéon de energia (Sibly &
Calow 1986). Asi, la naturaleza quimica de los nutrientes que son digeridos y luego
metabolizados, pueden afectar de gran manera la conducta de forrajeo de un organismo
(Martinez del Rio & Stevens 1989). De esta manera, ¢l estudio de los procesos
digestivos ha permitido establecer un puente mecanistico entre los procesos de digestion

que tienen lugar en el tracto digestivo y la ecologia tréfica y nutricional de las especies

(Martinez del Rio & Karasov 2007).

Dieta y capacidad de hidrdlisis de nutrientes

La diversidad de alimentos ha permitido la existencia de diferentes estrategias digestivas
en vertebrados (véase Klasing 1998). En este sentido, y debido a que las moléculas
grandes y complejas como carbohidratos y proteinas, necesitan ser degradas a sus

formas més simples para poder ser absorbidas (Chang & Karasov 2004, Martinez del



Rio & Karasov 2007), la actividad de enzimas digestivas localizadas en la chapa estriada
de los enterocitos, ademés de ser crucial para la nutricién adecuada de los animales, es

un buen predictor de la estrategia digestiva utilizada por un organismo. Entre estas
enzimas se encuentran las disacaridasas: sacarasa-isomaltasa, maltasa-glucoamilasa y
trehalasa, responsables de catalizar el paso final de la digestion de carbohidratos; y la
exopeptidasa aminopeptidasa-N que degrada oligopeptidos a aminodcidos. (Martinez del
Rio 1990, Martinez del Rio et al., 1995). Diversos estudios han demostrado la existencia
de variabilidad en la actividad de las enzimas digestivas tanto a nivel intra- como inter-
especifico (Martinez del Rio & Stevens 1989, Afik 1995, Sabat 2000, Meynard et al.
1999, Sabat & Gonzélez 2003, Schondube & Martinez del Rio, 2004). Por ejemplo, en
aves, algunos miembros del linaje Sturnidae-Muscicapoidae no expresan sacarasa
intestinal, por lo que evitan consumir alimentos ricos en sacarosa (Martinez del Rio et al.
1995, Gatica et al. 2006); y en el género Cinclodes, la ausencia de la enzima sacarasa
probablemente se debe a la especializacién a una dieta carnivora (Sabat 2000). La
presencia de sacarasa, entonces, estaria relacionado con el consumo regular de alimentos
ricos en azucares (Witmer & Martinez del Rio 2001). Asi, la capacidad de digestion
afectaria las preferencias de seleccion del alimento (véase también Martinez del Rio at
al. 1995) En este sentido, la presencia y/o ausencia de algunas de estas enzimas puede
ser determinante en la eleccion de determinados items tréficos. Paralelamente se ha
documentado que la actividad enziméatica de disacaridasas varia a lo largo del intestino
de aves lo que se relacionaria con la presencia diferencial de substratos en el lumen
(Sabat & Gonzalez 2003, Shondube & Martinez del Rio 2004, Witmer & Martinez del

Rio 2001). Ademaés, en aves herbivoras se ha reportado que la expresion de la enzima

2



aminopeptidasa- N incrementa en la porcion mas distal del intestino delgado, siendo
probablemente una estrategia de ajuste a una dieta rica en fibra (Meynard et al. 1999,

McWilliams 1999).

Asl, los estudios disponibles a la fecha han demostrado una gran variabilidad en
la actividad enzimadtica tanto a nivel inter- como intra-especifico, lo que daria cuenta de
la variacién natural de los niveles de substrato especificos del lumen intestinal entre
especies y a lo largo del tracto digestivo (Sabat 2000, Sabat & Gonzalez 2003, Meynard
et al. 1999, Schondube & Martinez del Rio 2004). Mas aun, la presencia de una enzima
particular (e.g., sacarasa), la respuesta de esa enzima a aclimatacion a dietas de distinta
composicion de nutrientes y los niveles de actividad enzimatica parecieran depender del
origen filogenético de las especies (Karasov & Levey 1990, Caviedes-Vidal et al. 1994,
Martinez del Rio 1990; Levey et al. 1999, Schondube and Martinez del Rio 2004). De
esta manera, aun cuando esta hipdtesis ha sido abordada de manera tangencial y
cualitativa (e.g., Meynard et al. 1999, Martinez del Rio & Stevens 1989, Martinez del
Rio 1990, Sabat 2000, Sabat & Gonzalez 2003) pareciera ser que la expresion de
algunas de las enzimas digestivas en aves son el resultado de las transiciones dietarias y
el reflejo de la presencia habitual y concentracion de nutrientes en la dieta. Sin embargo,
aun cuando los niveles de actividad de enzimas digestivas constitutivas de la membrana
de los enterocitos (tales como las disacaridasas y aminopeptidasas) parecen responder
intra-individualmente (i.e., presentan flexibilidad fisiologica), éstos no han sido
correlacionados con los niveles o concentraciones de nutrientes a una escala evolutiva

(i.e., analisis comparativo especie-especifico).



Analisis isotopico: posicion en la trama trofica y composicion de la dieta

Tradicionalmente los estudios de anélisis de dieta de aves incluyen procedimientos como
analisis del contenido estomacal, fecas y egagropilas (Lopez-Calleja 1995, Novoa et
al.1996) Estos tipos de analisis entregan informacion certera acerca de los tipos de
alimentos consumidos (Lopez-Calleja 1995). Sin embargo, estas metodologias solo
muestran los {tems consumidos en un corto periodo de tiempo (Gannes et al. 1998, Inger
& Berhop 2008). Una metodologia alternativa y complementaria para estimar la dieta
natural de especies y poblaciones naturales, es a través del analisis de isdtopos estables.
El uso de isotopos estables en ecologia animal ha sido de gran utilidad, ya que ademas
de la facil obtencion y andlisis de los datos isotopicos, estos reflejan una mayor ventana
temporal de los habitos dietarios (Gannes et al. 1998, Karasov & Martinez del Rio 2006,

Inger & Bearhop 2008).

Usualmente, la composicion isotopica de diferentes tejidos reflejan los habitos
alimentarios de un animal, ya que estos son incorporados directamente de la dieta (Kelly
2000). Ademas, las sefiales entregadas por los isotopos de los distintos tejidos (e.g.,
musculo, plumas, higado) contienen informacion de la dieta correspondiente al periodo
en el cual estos tejidos fueron sintetizados (Karasov & Martinez del Rio 2006, Inger &
Bearhop 2008). Asi, los distintos tejidos reflejan la incorporacion de la dieta a diferentes

escalas temporales (Kelly 2000).

El analisis de is6topos estables se ha utilizado como una variable proxy de las

caracteristicas de la dieta (Pearson et al. 2003, Hobson & Clark 1992, Angerbjorn et al.



1994, Wolf et al. 2000, Sabat & Martinez del Rio 2002, Post 2002) y como covariable
en estudios de fisiologia de vertebrados (Shondube et al. 2001). Por ejemplo, el
enriquecimiento con isétopos de nitrdgeno aumenta de entre 3 y 4 %o a medida que se
sube en la trama trofica (Post 2002, Gannes et al. 1998), permitiendo inferir la posicion
de cada individuo en la cadena tréfica (Post 2002, Gannes et al. 1998, Hobson 1994).
Por ultimo, la determinacion de la posicién en la trama tréfica serd un indicador del

consumo de proteinas del animal (Shondube et al. 2001, Sabat et al. 2009).

El principal objetivo de esta tesis fue explorar el efecto de los hébitos dietarios
sobre la capacidad hidrolitica de las enzimas digestivas sacarasa, maltasa y
aminopeptidasa-N en dieciséis especies de aves pertenecientes al orden Paseriformes.
Usamos este orden debido a que es un grupo con una gran diversidad de especies con
habitos dietarios diferentes, los cuales incluyen especies que se alimentan de insectos,
semillas, frutos o una mezcla de ellos (Lopez-Calleja 1995, Estades 1997, Jaksic 2001).
Esta variacion en los habitos dietarios provee una oportunidad Unica de estudiar los
efectos de las transiciones en la dieta sobre la actividad de las enzimas intestinales.
Basados en la filogenia construida por Sibley y Ahlquist (1990), evaluamos los efectos
de los habitos dietarios sobre la actividad de las enzimas intestinales, en un contexto
filogenético explicito. Para esto utilizamos tres aproximaciones: (i) la primera basada en
el analisis morfologico y bioquimico del tracto digestivo, (ii) la segunda a través del
andlisis del ftem alimentario contenido en el estomago y (iii) la tercera mediante el

analisis isotdpico de distintos tejidos del animal y del contenido del tracto digestivo.



HIPOTESIS

Debido a que la tasa de adquisiciéon de energia es afectada por las caracteristicas
quimicas y fisicas de la dieta, se hipotetiza que la actividad hidrolitica de las
enzimas de la chapa estriada de los enterocitos (disacaridasas y aminopeptidasa-N)
ha sido modulada a través de la historia evolutiva, ajustindose a la composicion

quimica de la dieta natural.

De esta hipotesis, se desprenden las siguientes predicciones:

1.- Para cada componente dietario (e.g., material vegetal o animal), habra una relacion
positiva entre su proporcion en la dieta natural (porcentaje volumétrico encontrada en el
tracto gastrointestinal) y la actividad enzimatica especifica.

2.- Se espera que las actividades de disacaridasas (maltasa y sacarasa) se correlacionen
de manera negativa con la proporcion del isétopo de nitrégeno BN (3 N) de los
distintos tejidos y la dieta, y por lo tanto, con la posicion estimada en la trama tréfica.

3.- La actividad de aminopeptidasa-N se correlacionard de manera positiva con la
composicién isotopica de nitrogeno (de musculo, higado y dieta) y de esta manera con la

posicion estimada en la trama tréfica.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la actividad de enzimas de la membrana intestinal encargadas de la
hidrélisis de carbohidratos y proteina en funcién de la categorizacién dietaria y de la
posicién relativa en la trama tréfica en 16 especies del orden Paseriformes en un

contexto filogenéticamente explicito.

Objetivos especificos

- Estimar la actividad enzimatica de las disacaridasas (maltasa y sacarasa) y de una
oligopeptidasa (aminopeptidasa-N) de la membrana del intestino delgado en aves
paseriformes con diferentes hébitos dietarios en Chile Central.

- Estimar la posicion relativa en la trama trofica de las especies de aves mediante
el analisis de isétopos estables de nitrogeno (6"°N) de tejidos y dieta.

- Evaluar la utilidad de isdtopos estables como una herramienta predictiva de la

dieta.



MATERIALES Y METODOS

Captura de aves

Las determinaciones fisiologicas, morfologicas y dietarias se realizaron con animales
recién capturados en terreno. Se capturaron entre 6 y 8 individuos de 16 especies de
paseriformes, durante las primeras horas del dia, en los meses de verano en 2008 y 2009.
Las capturas se realizaron con redes de niebla en tres localidades de la zona central de
Chile: San Carlos de Apoquindo (33°23'S, 70°30'W), Quebrada de la Plata (33°30° S,
70°54> W) y Farellones (33°19°S, 70°19°W).

Los animales capturados fueron sacrificados mediante compresién tordcica antes
de treinta minutos luego de su captura. El intestino de cada individuo sacrificado fue
inmediatamente removido y lavado con solucion de NaCl (0,9%). Luego cada intestino
fue medido (cm) y pesado (= 0,0001g) para posteriormente ser congelados a -50°C para
las posteriores determinaciones enzimdticas. El contenido del tracto digestivo fue

extraido y preservado en frio.

Anadlisis de dieta

En el laboratorio, una submuestra de los individuos colectados fue utilizada para el
analisis de dieta. El contenido del tracto digestivo fue descongelado y cada item dietario
animal o vegetal fue separado mediante observacion directa a través de una lupa
binocular (4x) y luego pesado (= 0,0001g) segun método utilizado por Lopez-Calleja

(1995). Con el peso de cada item animal y vegetal se estimé el porcentaje volumétrico



de insectos y semillas encontrados en el tracto gastrointestinal de cada ave analizada. El
porcentaje volumétrico de semillas e insectos fue transformado al arcoseno de la raiz
cuadrada, para satisfacer el supuesto de normalidad de los test estadisticos paramétricos.

Luego las muestras fueron secadas y molidas para el posterior andlisis isotdpico.

Determinaciones enzimaticas

Previo al analisis enzimatico, los tejidos fueron descongelados y homogenizados en 20
volimenes de NaCl en un homogenizador Ultraturrax T25 a velocidad méaxima.

Se determind la actividad enzimatica de las disacaridasas sacarasa (EC.3.4.11.2)
y maltasa (EC.3.2.1.20, Vonk & Western 1984) mediante el método utilizado por
Martinez del Rio (1990). Brevemente, 100ul de los tejidos homogenizados fueron
incubados a 40°C con 100ul de solucién de azlcar (maltosa o sacarosa segun
corresponda, solucién disacarido 56mM en 0.1M maleato/NaOH). Pasados 10 minutos
de incubacidn, se detuvo la reaccion agregando 3 ml de solucidn de revelado Glucosa-
Trinder (reactivo enzimético Glucosa LS (Valtek) mas Tris/HCl 0.1mol LY, pH 7).
Después de 18 minutos de detenida la reaccién, se medio la absorbancia a 505nm en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-1700. En base a la absorbancia y a una curva
construida en base a estandares de glucosa, se calculd la actividad hidrolitica.

Para estimar la actividad de la aminopeptidasa-N (EC.3.4.11.2, Vonk & Western
1984) se utilizé L-alanina-p-nitroanilida como sustrato (2.04 mmol L' de alanina-p-
nitroanilida en 0.2mol L™ NaHPO,, pH 7). 50ul de homogenizado fueron mezclados con
1ml de mezcla de ensayo. La reaccion se incubé a 40°C por 10 minutos, pasado ese

tiempo la reaccion fue detenida agregando 3ml de acido acético frio 2N. Luego de



detenida la reaccion se medio la absorbancia a 384nm. En base a la absorbancia y a una
curva construida en base a p-nitroanilida, se calculd la actividad hidrolitica. Ademas,
como un analogo de la trayectoria observada en la variacion en la relacion entre la
absorcion de glucosa y aminoacidos por el intestino de los vertebrados (Buddington et
al. 1987, Karasov & Levey 1990), se utilizé la razdén aminopeptidasa-N/maltasa y
aminopeptidasa-N/sacarasa como predictor de las diferentes proporciones de proteinas y
carbohidratos en la dieta de aves (Sabat 2000).

Con el proposito de poder realizar comparaciones con otros estudios,
determinamos el contenido de proteinas como una funcién de la masa intestinal. Para la
estimacién de la concentracion de proteinas en las muestras se utilizé Coomassie Plus
Protein Assay Reagent (Pierce). La absorbancia fue leida a 595 nm y en base a una curva
estandar construida con Suero Albumina Bovina se calculé la concentracién de proteinas
en la muestra. Sin embargo, debido a que la proteina total se encontrd positivamente
correlacionada con la masa del intestino y como una forma de evitar la subestimacién de
la actividad enzimatica, los datos se presentan como actividad hidrolitica total (pmol
min™) y como actividad por gramo de tejido fresco (umol min™ gtejido fresco).
Martinez del Rio et al. (1995) provee de una justificacion para nuestra eleccion de

estandarizacion.

Analisis isotopico
Para caracterizar la dieta de los individuos, se obtuvieron muestras de distintos tejidos
(musculo pectoral, higado y contenido estomacal). Estos fueron secados hasta peso

constante en una estufa a 60 °C, molidos, desgrasados y cargados en cédpsulas para el
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analisis isotopico. Las razones de isotopos de carbono y nitrdgeno fueron determinadas
en un espectrofotometro de masas para isotopos estables (VG Isotech, Optima), en la
Universidad de Wyoming. Las muestras fueron combustionadas mediante Carlo Erba
NA 1500 analizador elemental y la razon de isotopos estables fueron expresados usando
la notacién delta (8) en partes por mil (%o) de la forma: 8'°X = (Ronuestra / Retandard — 1) X
1000, donde Ruyestra ¥ Rtandara S0ON las proporciones molares de los isdétopos mas pesados

respecto al mas liviano de la muestra y la referencia, respectivamente.

Posicion relativa en la trama tréfica

Para estimar la posicién relativa en la trama tréfica de las 16 especies de aves

capturadas, se utilizé el modelo simple:

PT= 3o (6" Nsisusioor =8 Nyioausrar I D Ecuacién 1 (Post 2002),

donde A es la posicidn tréfica del organismo usado para estimar 8 Npase (e.g., =1 para
productores primarios), o | [ (615 N., 0 un consumidor ubicado mas arriba en la
trama) es medido directamente del mutsculo ¢ higado, SISNproduct{!r se obtuvo de muestras
de plantas recolectadas de las localidades donde las aves fueron capturadas. A, es el

enriquecimiento relativo en 8"°N por nivel trofico. En este estudio se utilizo el valor

promedio 3.4%o (Elrhinger 1986, Peterson & Fry 1987, Post 2002).

Analisis estadistico

Se realizaron analisis convencionales y filogenéticamente independientes. Para estos

tltimos analisis, se utilizo el valor promedio por especic como variable respuesta.
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Se realizaron una serie de analisis de regresiones entre las variables fisiologicas y
morfologicas contra el tamafio corporal v entre las actividades enzimaticas, usando el
valor promedio para cada especie. Para estimar la relacién entre la actividad hidrolitica
de las enzimas intestinales y las caracteristicas de la dieta, se realizaron andlisis de
correlaciones usando los residuos respectivos de la regresion lineal entre la actividad
enzimatica y la masa corporal. Ademads, se realizaron correlaciones entre la composicion
isotopica de nitrégeno vy el porcentaje de nitrogeno de la dieta, entre la composicion
isotopica de nitrogeno y el porcentaje volumétrico de semillas e insectos encontrados en
el contenido estomacal y entre el porcentaje de nitrogeno de la dieta y el porcentaje
volumétrico de semillas e insectos encontrados en el contenido estomacal.
Adicionalmente se realizaron correlaciones entre la actividad enzimatica y la
composicion isotdpica de nitrogeno de musculo e higado.

Para evaluar la actividad enzimatica como funcion de la afiliacién taxonémica
(i.e. proximidad filogenética), habitos dietarios y especies, se realiz6 una andlisis de
covarianza anidado con tres variables aleatorias siendo la masa corporal la covariable
(ver Sabat et al., 2004). El primer factor agrupé a las especies en distintas categorias de
acuerdo a la familia a la que cada especies pertenecia (Sibley & Ahlquist 1990). El
segundo factor, anidado en el primero, agrupo a las especies en diferentes categorias de
acuerdo al habito dietario al que cada especie pertenecia (insectivoros, granivoros y
omnivoros; Lopez-Calleja 1995, Estades 1997, Jaksic 2001). El tercer factor, anidado en
la segunda variable, tuvo una categoria para cada especie. Asi, cualquier efecto dado por
la proximidad filogenética aparecerd como efecto significativo en el primer factor (ver

Harvey & Pagel 1991, Gittleman & Luh 1992). De la misma manera, cualquier efecto
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dado por los habitos dietarios, serd un efecto significativo en el segundo factor. Para
obtener las diferencias especificas se realizé un test a posteriori de Tukey

Se evalud la composicion isotopica de las plantas usadas como base en funcion
de la localidad de procedencia mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Ademas,
para evaluar la variacion interespecifico en la composicion isotdpica de nitrégeno, se
realizo un andlisis de varianza (ANOVA), usando a las especies como factor aleatorio.
Para obtener las diferencias especificas se realizo un test a posteriori de Tukey.

Dado que las variables analizadas estan correlacionadas y de manera de reducir
el numero de variables, se utiliz6 un analisis de componentes principales (PAC),
incluyendo todas las variables fisiologicas y morfoldgicas analizadas al modelo, usando
el valor promedio por especie y sin efectos filogenéticos.

Los contrastes filogenéticamente independientes (Felsenstein 1985, Garland &
Adolph 1994) se calcularon usando el programa PA (Phylogenetic Autoregression;
Cheverud et al. 1985, Rohlf 2001). Este analisis usa una matriz de distancia filogenética
para calcular el valor de la variable analizada segun la filogenia. Luego contrasta el valor
observado contra el valor predicho filogenéticamente (Cheverud et al. 1985, Rohlf
2001). Los analisis estadisticos fueron realizados en el programa Statistica 7® (1997)

para Windows.

Relaciones filogenéticas

Los estudios comparativos muchas veces se basan en los cambios que ocurren entre una
variable dependiente (i.e. rasgo fisioldgico) producidos por una variable independiente

evolutiva (i.e. dieta; Felsenstein1985, Garland et al. 1992, Garland & Adolph 1994)
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Estas comparaciones interespecificos contienen un efecto filogenético, debido a que
especies que se encuentran cercanamente emparentadas podrian compartir un rasgo por
¢l simple hecho de provenir de un ancestro comun (Harvey & Pagel 1991, Garland &
Carter, 1994). Por lo tanto, los datos obtenidos de estas especies no pueden ser
considerados como muestras independientes (Rezende & Garland 2003). Para poder
realizar comparaciones entre especies, es necesario considerar la relacién jerarquica que
existe entre ellas. Para ello, se obtuvo un arbol filogenético (Fig.1) de las aves
capturadas basado en la hipdtesis de Sibley y Alhquist (1990). Debido a algunas
especies no se encontraban en la hipotesis mencionada, se uso otra especie dentro del
mismo género como equivalente para determinar la longitud del largo de las ramas en la
filogenia construida. La distancia filogenética entre Asthenes humicola v Leptasthenura
aegithaloides fue estimada de Gonzales & Wink (2008), mientras que la filogenia de la
familia Tyrannidae fue obtenida de Ohlson et al. (2007). Por dltimo, la distancia
filogenética entre Curaeus curaeus y Sturnella loyca fue obtenida de Lanyon & Omland

(1999).
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Figura 1. Hipétesis filogenética de las aves utilizadas, basado en 1a hipétesis de Sibley
& Ahlquist (1990), filogenia (A) usada para anilisis filogenéticos de caracteristicas
morfologicas y fisiolégicas; (B) debido a que las especies T.falklandii y M.thenca no
presentan actividad de sacarasa, estas no fueron incluidas en an4lisis que involucraran a
esta enzima por lo tanto se uso un arbol filogenético reducido para realizar los anélisis

filogenéticos sobre las caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas.
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RESULTADOS

1. Actividad enzimitica, hdbitos dietarios y composicién isotépica.

1.1 Actividad enzimédtica v morfologia intestinal

El contenido de proteinas del homogenizado no presentd diferencias significativas entre
las especies (ANOVA: Fis114=1,49 p=0,12; promedio 1,77 = 0,07 mg proteina/g tejido
fresco). Ademas, el contenido de proteinas se encontr6é altamente relacionado con la
masa del intestino delgado (r*=0,92 Fi136=1468,17 p<0,001; Fig. 2). Asi, cualquier
cambio observado en la actividad enzimatica especifica (i.e., Ul o Ul/g tejido fresco)
indica un cambio en la actividad enziméatica mas que cambios en el contenido de agua

del tejido y/o el contenido de proteina.

Las actividades totales (umol/min) de las tres enzimas se relacionaron de manera
significativa con la masa corporal. Las ecuaciones alométricas para la actividad total de
aminopeptidasa-N, sacarasa y maltasa fueron: aminopeptidasa-N=0,13m,"*>*** (*=0,79
F114=53,1 p<0,001, n=16; Fig. 3), maltasa=1,34m""*""* (’=0,69 F; 1,=30,86 p<0,001;
n =16; Fig. 4), sacarasa=0,04m," """ (+’=0,56 F, ,=15.38 p<0,002; n=14; Fig. 5). El
analisis filogenético fue concordante con los resultados alométricos obtenidos de las
regresiones convencionales (Figs. 6 a 8). Las curvas aloméiricas corregidas
filogenéticamente para las actividades de aminopeptidasa-N (umol/min) y maltasa
(umol/min) mostraron pendientes mas bajas (0,88 para ambas enzimas) comparadas con
las obtenidas con el analisis convencional. Para la actividad de sacarasa la pendiente

alométrica (1,04) de la curva con efecto de la filogenia removido, también fue menor.
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Las actividades estandarizadas por gramos de tejido fresco de maltasa y sacarasa,
estuvieron altamente correlacionadas entre las especies (r=0,60 p=0,025; n=14; Fig. 9).
Contrariamente, la actividad por gramos de tejido fresco de aminopeptidasa-N no se
correlaciond de manera significativa con la actividad de sacarasa (r=-0,29 p=0,32; n=14;
Fig. 9). Concordantemente, los residuos filogenéticos de la actividad de sacarasa se
correlacioné de manera positiva y significativa con los residuos filogenéticos de la
actividad de maltasa (r=0,77 p<0,001; n=14, Fig. 10). De manera similar a los resultados
obtenidos del analisis convencional, los residuos filogenéticos de las actividades de
sacarasa y aminopeptidasa-N no se correlacionaron significativamente (r=-0,15 p=0,61

n=14; Fig. 10).

La morfologia intestinal se encontré altamente relacionada con la masa corporal.
La ecuacion alométrica de la masa intestinal fue: mid=0,02mb1’0&0‘08 (r2=0,92
F1.14=166,38 p<0,001). De manera similar, la longitud del intestino delgado presenté la
siguiente ecuacion alométrica: lig=4,6m,™> "% (1*=0,74 F,14=40,82 p<0,001). El
analisis filogenético reveld que las curvas alométricas tanto de la masa como de la
longitud del intestino delgado mostraron pendientes mas bajas (1,04 y 0,36
respectivamente) comparadas con las obtenidas mediante el analisis tradicional. Asi, la
masa del intestino delgado mostrd una relacion positiva con la masa corporal (*=0,94
F1,14=227,10 p<0,01; n=16) al igual que la longitud intestinal (*=0,72 F114=35,57

p<0,01; n=16), después de remover el efecto filogenético.
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Figura 2. Relacion entre la masa intestinal y el contenido de proteinas totales. La

relacion estimada es: mg proteina en tejido = -0,58 + 0,12 + 0,003 £ 0,0001*masa

intestinal.
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Figura 3. Actividad enzimatica total de aminopeptidasa-N en funciéon de la masa

corporal. Los valores corresponden al promedio + el error estandar para cada especie.
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Figura 4. Actividad enzimatica total de maltasa en funcion de la masa corporal. Los

valores corresponden al promedio + el error estindar para cada especie.
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Figura 5. Actividad enzimatica total de sacarasa en funcién de la masa corporal. Los

valores corresponden al promedio + el error estandar para cada especie.
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después de remover los efectos de la filogenia. Los residuos filogenéticos fueron

calculados en mediante analisis de autoregresion.
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remover los efectos filogenéticos. Los residuos filogenéticos fueron calculados mediante

analisis de autoregresion.
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1.2. Categorizacion dietaria

El andlisis anidado jerarquizado revelé que la filogenia y los hébitos dietarios no
tuvieron efectos significativos sobre la actividad enzimatica (Tabla 1). Este anélisis, sin
embargo, reveld que las actividades de maltasa, sacarasa y aminopeptidasa-N fueron
significativamente diferentes entre las especies (Tabla 1). La tabla 2 muestra la
actividad enzimatica total estandarizada por el exponente alométrico. Para obtener las
diferencias especificas entre las especies, se realizé un test a posteriori de Tukey. Este
test reveld que las especies Troglodytes aedon y Phrygilus fruticeti presentaron las
mayores actividades de aminopeptidasa-N (Tabla 2). Por otro lado, la especie Elaenia
albiceps mostrd la mayor actividad de sacarasa (Tabla 2). Por dltimo, Anairetes palurus,

mostré la menor actividad de maltasa (Tabla2).

La tabla 2 muestra los valores promedio de la masa y el largo del intestino
delgado. La morfologia del intestino delgado no fue afectada por la afiliacion
taxondmica (tabla 1). El analisis jerarquizado reveld que la masa del intestino delgado
fue distinta entre las especies mientras que el largo intestinal presentd diferencias entre
las distintas categorias dietarias (Tabla 1). Las mayores masas intestinales se
encontraron en Turdus falklandii, Curaeus curaeus y Pteroptochos megapodius (Tabla
2). De manera contraria, el largo del intestino solo fue afectado por la categoria dietaria

siendo la dicta insectivora la que presento el intestino delgado mas corto.
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Tabla 1. Analisis de varianza anidado jerarquizado con tres factores aleatorios. El
primer factor agrup6 a las especies dentro de familias, el segundo agrupé especies dentro

de habitos dietarios vy el tercero reflejé una categoria para cada especie.

Primer factor Segundo Factor Tercer factor
(Familia) (Habito dietario) (Especie)

F p F p F_p
Actividad aminopeptidasa-N total (umol/min) 1.13 0,48 1.11 0.41 2,22 0,04
Actividad maltasa total (pmol/min) 0,43 0.84 1.42 0.33 3,13 001
Actividad sacarasa total (Umol/min) 1,62 0,37 1,93 0,24 3.42 0,003
Longitud del intestino delgado (cm) 8,57 0,09 1424 0,04 0,91 049
Masa intestino delgado (g) 1,93 < 0,05 0.48 0.64 303 0,01
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Tabla 2. Masa corporal, morfologia intestinal y actividades de enzimas intestinales de las especies usadas en este estudio. Los valores

de las actividades enzimaticas fueron corregidos por la masa corporal elevada al exponente alométrico de las ecuaciones:
; 4 95 0,98 107 , _ . _ : _ ‘

ammopepndasa—N:O,14mb0" : Maltase=1,26my;, ~"; Sucrase = 0,04m, . G = granivoro, O = omnivoro, F = frugivoro, I = insectivoro.

Letras distintas indican diferencias significativas entre los promedios.

H#bitos Masa corporal Masa intestino  Longitud intestino Maltasa Sacarasa Aminopeptidasa-N
ESPECIE

n Dietarios (g) delgado (g) delgado (cm) (U1/g™™) (U1/g"") (UL/g"™)
Phiygilus fruticeti 3 G 39,11 £ 0,62 1,18 £0,1° 18,3 £ 0,42a 3,18+ 0,15a 0,06 £0,01a 0,34 +0,02b
Carduelis barbaia 9 G 143 £0,74 0,35 + 0,04 24,09 £ 0,99 3,11+0,71a 0,09 + 0,02a 0,16+ 0,03a
Diuca diuca 11 G 33,74 £ 0,66 0,78 £ 0,07 18,03 £0,43 2,02 +£0.52a 0,05 +0,01a 0,16 + 0,02a
Sicalis luteola 10 G 1547 £0,32 0,38 = 0,03" 13.74 + 035 3,61+ 0,8a 0,06 £0,01a 0,21 +0.03a
Zonotrichia capensis 9 G/1 20,73 +£ 0,59 0,16 +0,02° 11,14 + 1,49 2,0+0,52a 0,04 £0,01a 0.1 £0,02a
Turdus falkiandii 11 G/I/F 78,8 2,43 5,05+ 2.36b 23,66+ 0,77 323+ 1,63a Oa 0,17+ 0,06a
Mimus thenca 10 G/I/F 65,86 + 2,28 2,06 £0,28" 20,35 +0,84 1.88 + 0.4a Oa 0,17 +0,02a
Curaeus curaeus 10 G/l 89.65+325 222+0,13b 21,38 +0,92 2,22+0,34a 0,04 +£0,02a 0,13 £ 0,009a
Sturnella loyea 10 G/l 88,53 +£ 3,64 1,43 + 0.09° 23,31 +0,89 2.25+0,37a 0,02 £0,01a 0,09 = 0,009a
Pteroptochos megapodius 2 G/ 140,6+ 5.2 1,99 +0,13b 34,95+0,75 0.86 £ 0,69a 0,06 + 0,04a 0.07 £ 0,02a
Elaenia albiceps 12 I/F 13,56 £ 0,48 0,25 + 0,03 8.83+036 3,36 £ 0,66a 0,17 £ 0,04b 0,10 £0,02a
Xolmis pyrope 5 1 32,71 +£0,94 0.017< 0.002a 16.12 + 0.41 2,76 £1,71a 0,11 £0,04a 0,14 + 0,04a
Asthenes humicola 8 1 21,42+ 0,34 0,45 +0,03° 13,03 £ 0.4 1,38+ 0,4a 0,02 +0,004a 0,14 £ 0,03a
Anairetes palurus 10 1 557 +0,17 0,1 £0,009" 7.94 +£0,51 0,65 +0,13a,b 0,03 = 0,006a 0,08 +0,02a
Troglodytes aeron 12 1 8,96 + 0,26 0,21 + 0,02 8.8 0,39 1,01 £0,24a,c 0,009 + 0,004a 0,26 + 0,06b
Leptsthenmsaaegithaloides I 7.8 4032 0,16 + 0,02° 9,94 + 0,45 1,734032a  0,03+0,007a 0.19 +0,02a
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1.3. Analisis dietario v composicion isotdpica

Debido a que no se encontro efecto de la categoria dietaria sobre la actividad hidrolitica,
se analizo el contenido de la molleja. el porcentaje de nitrogeno y carbono de la dieta y
la composicion isotdpica de la dieta, del musculo pectoral v del higado (tablas 3 y 4). En
general, se encontrd que el contenido de la molleja de las especies catalogadas como
granivoras contenia principalmente semillas, en un rango que variaba entre 98,45 y
100% de semillas, mientras que en las especies catalogadas como insectivoras se
observd la situacidén contraria, donde el contenido de la molleja estaba constituido
principalmente por insectos, con un rango que varié entre un 79.9 v 100%. Las especies
omnivoras fueron mas variables pudiéndose distinguir dos grupos: aquellas que
presentaron un mayor porcentaje de semillas y otro grupo en donde el porcentaje de

semillas y de insectos presentaron valores similares (tabla 3).

El anélisis del contenido del tracto gastrointestinal reveld que la inexistencia de
asociaciones significativas entre los residuos de las actividades de sacarasa y
aminopeptidasa-N (Ul/g tejido fresco) y el porcentaje de semillas (r=0,03 p=0,89; r=0,26
p=0,33; respectivamente) o el porcentaje de insectos de la dieta (r=-0,06 p=0,82; r=-0,26
p=0,34; respectivamente). Sin embargo. se encontré una correlacidén positiva entre la
actividad de maltasa (Ul/g tejido fresco) y el porcentaje de semillas (r=0,72 p=0,002;
Fig. 11) y negativa con el porcentaje de insectos (r=-0,74 p<0,001; Fig. 11). El analisis
filogenético fue concordante con algunos de los resultados obtenidos con los andlisis

tradicionales. Los residuos de las actividades de aminopeptidasa-N y sacarasa no
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correlacionaron con la proporcion de semillas (r=-0,003 p=0,99; r=0,29 p=0,27;
respectivamente) o con la proporcion de insectos (r=0,04 p=0,89; r=-0,20 p=047;
respectivamente) después de remover el efecto de la filogenia. Contrario a los resultados
obtenidos con el analisis convencional, los residuos de la actividad de maltasa con efecto
de la filogenia removido, solo se correlacionaron de manera marginalmente significativa
con la proporcion de semillas (r=0.5 p=0,060) y con la proporcion de insectos (r=-0,48

p=0,057).

Se encontrd una correlacidn negativa entre la razén aminopeptidasa-N/maltasa y
la proporcién de semillas encontradas en la molleja (r=-0,53 p=0,032; Fig. 12). La
correlacion entre los residuos filogenéticos de la razon aminopeptidasa-N/maltasa y la
proporcion de semillas, mostr6 una disminucién del valor del coeficiente de correlacién,

sin embargo la relacion se mantuvo significativa (r=-0,50 p=0,047; Fig. 12).

Al analizar el contenido especifico de nutrientes en la dieta se encontré que los
residuos de la actividad de maltasa se correlacionaron de manera negativa con el
porcentaje de nitrégeno (r=-0,79 p<0,001; Fig. 13). El analisis filogenético reveld una
disminucion del coeficiente de correlacion entre los residuos de la actividad de maltasa
después de remover los efectos filogenéticos y el porcentaje de nitrégeno de la dieta (r=-

0,65 p<0,007; Fig. 13).

Los residuos de la actividad de aminopeptidasa-N no se relacionaron
significativamente con el 8'°N del contenido del tracto digestivo (r=0,28 p=0,29), del

musculo (r=-0.14 p=0.6) y del higado (r=-0,32 r=0,23). El andlisis filogenético fue
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concordante con los resultados antes mencionados. Esto es, los residuos de la actividad
de aminopeptidasa-N con efecto filogenético removido, no se relacionaron de manera
significativa con el 8°N del contenido del tracto digestivo (r=-0,18 p=0,51), del musculo

(r=-0,12 p=0,65) y del higado (r=-0,05 r=0,84).

Las actividades de sacarasa y maltasa (Ul/g tejido fresco) no se correlacionaron
de manera significativa con el 8N dieta (r=0,33 p=0,21; r=-0,14, p=0,61;
respectivamente), del musculo (1=0,27 p=0,31; r=0,11 p=0, 69; respectivamente) y del
higado (r=0,19 p=0,48; r=-0,09 p=0.73; respectivamente). Sorprendentemente, las
especies que tuvieron el mayor porcentaje de insectos (Anairetes palurus, Troglodytes
aedon, Asthenes humicola 'y Leptasthenura aegithaloides) no fueron las que presentaron
los mayores valores de 8'°N (tabla 5). El analisis filogenético de los residuos de las
actividades de sacarasa y maltasa no se correlacionaron de manera significativa con el
8N dieta (1=0,37 p=0,16; r=-0,18, p=0,51; respectivamente), del musculo (r=0,26
p=0,32; r=0,001 p=0,98; respectivamente) y del higado (r=0,18 p=0.51; r=-0,17 p=0.54;

respectivamente).

Se evalud la correspondencia entre el carbono y nitrogeno de la dieta y el
porcentaje de semillas e insectos encontrados en la molleja. E1 §°N del miisculo no se
relacion6 con el porcentaje de semillas (r=0,11 p=0,68) o con el porcentaje de insectos
(r=-0,11 p=0,68). De manera similar, el 3" °N del higado mostré6 una relacién no
significativa con el porcentaje de semillas (r=0,21 p=0.43) o con el porcentaje de

insectos (r=-0,21 p=0.43). Sin embargo, se encontrd que la proporcion de semillas se
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relacioné de manera negativa con el porcentaje de nitrégeno de la dieta (r=-0,92
p<0,001), mientras que la proporciéon de insectos se relaciond de manera positiva
(r=0,92 r<0,001). Por otro lado, el 8"°N de la dieta no se correlacioné de manera
significativa con el porcentaje de semillas (r=0,2 p=0.47) o con el porcentaje de insectos

(r=-0,16 p=0,54).

Por ultimo, la posicién trofica calculada a partir composicion isotépica de
nitrégeno del musculo, no present6 correlaciones significativas con el porcentaje de
semillas (r=-0,24 p=0,37), con el porcentaje de insectos (r=0,1 p=0,71), con el
porcentaje de nitrogeno de la dieta (r=0,04 p=0.88) o con el porcentaje de carbono de la
dieta (r=0,20 p=0,47). De manera similar, la posicion tréfica obtenida de la composicion
isotopica de nitrogeno del higado no se correlacioné de manera significativa con el
porcentaje de semillas (r=-0,4 p=0,13), con el porcentaje de insectos (r=0,31 p=0,25).
con el porcentaje de nitrogeno dietario (r=0,17 p=0,52) o con el porcentaje de carbono

de la dieta (r=0,23 p=0.4).
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Tabla 3. Porcentaje de semillas e insectos encontrados en el tracto gastrointestinal de las
especies de aves de este estudio. Se muestra el valor de los isotopos de 8N y §'*C de la

dieta ademds del porcentaje de nitrogeno y carbono. Los valores corresponden al

promedio + error estandar

i 8N (%)  8"C (%o C(%) N (%)
ESPECIE Semillas Insectos (%o) )

(%) Ca) Dieta Dieta

Phrygilus fruticeti 3 9949+038 0,51 =039 203+1,15 -2848=002 4830£031 443006
Carduelis barbata 3 100 0,00 749063 2464002 4777£254 197073
Diuca diuca 6 98452072 LS5+073 3954064 27758027 44712169 449062
Sicalis luteola 4 100 0,00 3432005 27322019 41572027 31061
Zonotrichia capensis 7 83.72+7.86 1624+ 7.87 126+£097 2642054 4209133 45+043
Turdus falklandii 5 51,05+16,54 4895+16,54 1134254 2722+087 4711+141 7,16+1,53
Mimus thenca 5 83932647 16072648 114098 2424058 4782059 349053
Curaeus curaeus 5 58671787 41331788 028102 25814042 43,59+ 0,51 467£09
Sturnella loyca 4 9872017 0212017  334£16]1 2667014 3860181 284+064
Pteroptochos megapodius 2 2612+24 73.88+2.5 5164011 -2677+093 4503+181 745+056
Elaenia albiceps 5 40,78+2418 59222419 0954075 -2428=044 4674+085 395+197
Xolmis pyrope ' a 100 7.87 -25,17 46.33 11,35

Asthenes humicola 4 2090+721 7912721 0840358 -2414+043 4343:181 66=099
Anairetes palurus 5 0 100 204+037 23824012 4658+254 9,11+036
Troglodytes aeron 5 438=x1352 9762+ 153 2644193 -25.64+066 47042039 9.13+031
Leptasthenura aegithaloides 3 1,06+ 1 98,94 = 1 2234185 24734074 4707404 9281032
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Tabla 4. Promedio (= ES) de la composicién isotépica de musculo e higado. El nivel

tréfico (promedio = ES) se obtuvo de la ecuacion 1 (véase materiales y métodos).

"N (%) 87°C (%) &N (%) 8°C (%) Nivel tréfico Nivel tréfico

ESPECIE n

Miisculo Higado Miisculo Higado
Phrygilus fruticeti 304972097 2381 6 452+026  2349+02 1,64 =023 1,62 £0,08
Carduelis barbata 9 913x033 -22,64+022 1084047 -2208+035 2,6+0.1 3,140,14
Diuca diuca 1 684+043 24022023 7564039 -2412=025 2.06+0,15 23+0,15
Sicalis luteola 10 6714034 24142021 747£024 2399+0,14 19201 2,12 £0.07
Zonotrichia capensis 9 616£0,68  -23,73:032 674=058 23454034 2,73+0.2 3.0+0.21
Turdus falllandii 11 696+082 2407+028 7414059 -23.90+052 3.38+0,18 3,51+0,17
Mimus thenca 10 7842087 23384028 988+069 -23.06+022 224023 2,96£0.18
Curaeus curaeus 100 468025 -2322+032 575043 -22.88+085 257+0,15 3.02+0,13
Sturnella loyca 100 6342071 23642044 780+0,6  -23.88+042 1,95+ 023 2,38+ 072
Preroptochos megapodius 2 759£238  -23,07+093  746+017  -24.74048 2,16£0.7 211 +0.05
Elaenia albiceps 120 542021 23094021 638034 22631028 2,75+0,13 3.04+0,19
Xolmis pyrope 507094101 23,59+024  961+104 2338023 2.04£03 2,75+0,31
Asthenes humicola 8 4694102 2221£026 S5.17£026 22184012 216402 2.83+0,09
Anairetes palurus 10 4972024 .2256+024  66+096  -22.17+023 2,45+0.13 2,78=0,1
Troglodytes aeron 125724029 23782025 647+£034 23174023 2,62+0.13 3.12+0,15
Leptasthenura aegithaloides 5 3.81+034  -2224+029 594+067 22424032 2,0+026 2.8:+0,16
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1.4. Analisis de Componentes Principales

Para reducir el niimero de variables correlacionadas aun nimero menor de variables, se
realizd un analisis de componentes principales (ACP) incluyendo todas las variables
estudiadas. De las cinco variables incorporadas al analisis, el modelo las redujo a 2
factores que explican el 80 % de la variacién (Tabla 5). El primer componente (ACP 1)
esta positivamente correlacionado con la masa y la longitud del intestino delgado. El
segundo eje (ACP 2) estd correlacionado de manera positiva con la actividad de sacarasa
(Ul/g tejido fresco; Tabla 5). El eje 1 puede ser interpretado como la variable que da
cuenta del tiempo de digestion del alimento, mientras que el eje 2 como la variable

relacionada con la capacidad de hidrolizar aztcares.

Basado en el andlisis de factor scores y cuando se grafica en el espacio de ordenacion, se
encontrd que existe una aparente separacion entre los hédbitos dietarios de insectivoros y
granivoros siendo los omnivoros grupo intermedio. Asi, se distinguen tres grupos
dietarios (Fig. 14).

La figura 15 muestra una correlacién negativa entre el componente principal 2 vy el

nitrégeno de la dieta (r=-0,58 p=0.,018).
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Figura 14. Resultados del andlisis de componentes principales (ACP) incluyendo las
variables morfoldgicas y fisioldgicas. El eje 1 puede ser interpretado en funcion de la
morfologia intestinal v el eje 2 en funcién de la hidrélisis de sacarosa. Los circulos
blancos son aves insectivoras, triangulos son aves omnivoras y circulos negros son

especies granivoras.
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Tabla 5. Ejes del ACP derivados del analisis de caracteres fisiologicos y morfologicos

de las aves de este estudio. En negrilla las variables que presentan una carga > 0,7

ACP ¢je
Variables ACPejel 2
Masa Intestino 0,86 0,29
Largo Intestino 0,80 0.45
Aminopeptidasa-N -0,55 -0,47
Maltasa -0,65 0.7
Sacarasa -0,53 0,79
Varianza explicada (%) 47,93 32,14
Varianza explicada acumulativa
(%) 47,93 80,07
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2. Posicion trofica

La composicion isotopica de carbono y nitrogeno de los tejidos de las aves presentd una
importante variacion. Asi, se encontré diferencias significativas en los valores de 8"°C
del musculo (ANOVA: Fi5114=4,29 p<0,001; rango -24,17 a -22,21%0) e higado
(ANOVA: Fis115=4,.98 p<0,001; rango -24,69 a -22,17%0) y del 8"°N del musculo
(ANOVA: Fis5114= 5,21 p< 0,001; rango 3,82 a 9,13%0) e higado (ANOVA: Fy5,15=7,5
p<0,001; rango 4,52 a 10,8%o). Estos valores indicarian una alta variacion de la marca
isotopica de los productores primarios, como también del nivel tréfico relativo de las

distintas especies (tabla 4).

El andlisis de los valores de 8"°N de las plantas usadas como base para calcular el
nivel tréfico, mostrd la existencia de diferencias significativas entre las localidades
(ANOVA: F;2,=10,89 p<0,01). Las plantas provenientes de Quebrada de la Plata
presentaron los valores mas bajos de 8'°N. Como el 8"°N de los productores primarios
vario entre las localidades, se analizé el nivel tréfico (a partir de los valores del musculo
e higado) de cada especie de acuerdo a la localidad en la cual fueron capturadas. El
analisis reveld la existencia de diferencias significativas entre las localidades en el nivel
trofico calculado a partir de los valores de 8"°N del musculo pectoral (ANOVA:
F2.129=39.,45 p<0.001). De la misma manera el nivel tréfico obtenido a partir de los
valores del 8"°N del higado mostré diferencias significativas entre las localidades

(ANOVA: F51;5=39,85 p<0,001).
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El rango de 8'°N de las especies granivoras se encontrd entre los valores 5,2 —
8,8 %o, lo que determina que los valores del nivel trofico fueron entre 1,6 y 2,5 (Fig. 16).
Las especies omnivoras, definidas como aquellas que consumen una mezcla de semillas
y/o frutos e insectos, presentaron valores de 8'°N que variaron entre 4,7-7.6%o y sus
valores de nivel trofico variaron entre 2.6 y 3.4 (Fig. 16). Las especies insectivoras,
definidas como aquellas en que su fuente principal de proteina provenia de insectos
pequefios, presentaron valores de 8'°N entre 5,7-7,9%o. Los valores para su posicidon

trofica variaron entre 2,0 a 2,7 (Fig.16).
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Figura 16. Representacion isotopica de la comunidad de aves muestreada en la zona
central de Chile. Los valores corresponden al promedio (+ ES). El panel superior (A) es
la representacion isotopica obtenida del analisis del musculo pectoral; el panel inferior

(B) es la obtenida del analisis isotopica del higado.
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DISCUSION

Actividad enzimatica y habitos dietarios

Las comparaciones interespecificas son usualmente usadas para identificar
modificaciones fisiologicas o bioquimicas que han acompafiado al proceso evolutivo y
con alguna frecuencia son usadas para inferir cambios genéticos en repuesta a la
seleccion natural (Harvey & Pagel 1991, Garland & Carter 1994). Sin embargo, debido
que a las especies usualmente no son estadisticamente puntos independientes, el uso de
métodos estadisticos tradicionales, como ANOVA O ANCOVA, serian inapropiados
(Felsenstein, 1985; Garland et al. 1993, Garland 1994). No obstante, McNab (2009)
discute dos grandes problemas con los andlisis filogenéticos. El primero relacionado con
el concepto de independencia de los datos. McNab (2009) mencioné que si solo se
considera la evolucion de un rasgo, entonces las especies no son independientes; pero si
se consideran las tasas fisiolégicas, entonces lo que importa es que ¢l rasgo fisioldgico
se encuentra en correspondencia con las condiciones ambientales que permiten la
supervivencia, independiente de que se haya alcanzado por ancestria o por convergencia.
El segundo gran problema destacado por McNab (2009) se relaciona con la carencia de
cladogramas completos o de consenso. Este es un problema mayor, ya que los analisis
filogenéticos asumen una filogenia bien conocida (e.g. se conoce la topologia y el largo
de las ramas) y en muchos casos son desconocidas o son objeto de controversia. Para
controlar por posibles efectos filogenéticos, en este estudio se evaluaron las tasas de

actividad enzimatica y la morfologia del intestino delgado mediante un analisis de
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componentes de varianza anidado (ver Sabat et al. 2004) y mediante analisis
filogenéticos explicitos. El principal resultado revelado por el analisis de componentes
de varianza fue, que tanto las caracteristicas morfologicas como bioquimicas del
intestino delgado difieren entre las especies estudiadas, pero que ni la masa del intestino
ni las actividades de las enzimas digestivas fueron afectadas por la afiliacién taxonémica
o los habitos dietarios. A excepcion de la longitud del intestino, que fue afectado por la
categoria dietaria, en donde las especies insectivoras presentan el intestino delgado mas
corto. Ademés, la masa del intestino delgado fue diferente entre las especies, siendo
Anairetes palurus y Leptasthenura aegithaloides las que presentaron las menores masas
intestinales. El analisis filogenético corrobord los resultados obtenidos mediante el
analisis tradicional, incluso en algunos casos las relaciones obtenidas mediante el
andlisis convencional mejoraron (figura 8-9). Estos resultados reflejarian que las
relaciones entre las variables estudiadas en este analisis se deben principalmente a los
efectos de la masa corporal o lo hébitos dietarios, mas que a efectos producidos por

compartir una historia evolutiva comun

Los resultados muestran que el exponente alométrico de la relacion entre la
actividad hidrolitica y la masa corporal fue de 0,95 para la actividad de aminopeptidasa-
N y 0,94 para la actividad de sacarasa. El exponente alométrico de maltasa fue 0,98.
Estos exponentes son mayores a los reportados para otros paseriformes (Shondube &
Martinez del Rio 2004). Probablemente la alta representaciéon de aves pequefias en
nuestro estudio podria haber llevado a los resultados a una sobreestimacion del

exponente alométrico. Sin embargo, el exponente alométrico de la longitud del intestino
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delgado (0,37) fue muy similar al reportado previamente para paseriformes (0,34,
Ricklefs 1996). Ademas, se encontrd una correlacién positiva y significativa entre la
actividades masa-especificas de sacarasa y maltasa, correlacién que ha sido previamente
reportada para otras especies de aves (e.g., Martinez del Rio 1990, Biviano et al. 1993,
Sabat et al. 1998, Meynard et al. 1999, Schondube & Martinez del Rio 2004). En
muchas especies de aves, la actividad de maltasa es el resultado de la accién de las
enzimas sacarasa-isomaltasa y maltasa-glucoamilasa. Asi, un incremento en la expresion
de sacarasa-isomaltasa se traduce en un incremento de la actividad de maltasa (Martinez
de Rio 1990, Afik et al. 1995). Adicionalmente, no se encontrd una correlacién entre las
actividades de sacarasa y aminopeptidasa-N entre las especies. Diamond (1991) propone
que mantener la maquinaria molecular para asimilar los nutrientes puede ser costoso y
las proteinas de la membrana intestinal ocuparian espacio y energia. Asi, se esperaria un
compromiso en la eficiencia tanto en dietas insectivoras ricas en proteinas como en
dietas granivoras ricas en carbohidratos. Desde este punto de vista, la ausencia de una
correlacion positiva entre las disacaridasas y la aminopeptidasas podria ser un apoyo a la
existencia de compromisos. Sin embargo, estos resultados contrastan con aquellos
encontrados por Sabat et al. (1998), quienes reportaron una correlacion positiva y
significativa entre las tres enzimas en Z. capensis v Diuca diuca (ver también Naya et al.
2005 para un estudio en un vertebrado ectotermo). No obstante, los estudios
mencionados anteriormente fueron realizados a un nivel intraespecifico, mientras que los
resultados de este estudio provienen de comparaciones interespecificos. La discrepancia

podria revelar una diferencia entre las aproximaciones inter e intraespecificas.
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Desafortunadamente, no existen estudios adicionales en aves que reporten la correlacion
entre las disacaridasas y aminopeptidasas a un nivel interespecifico, lo que impide hacer

una conclusion mas general sobre la existencia de tal compromiso.

A pesar de que las actividades hidroliticas no fueron significativamente afectadas
por la categorfa dietaria, nuestros resultados sugieren que la actividad de las enzimas
podria estar afectada por la concentracion probable de los sustratos especificos. En este
sentido, los niveles de actividad enzimadtica observada en algunas especies parecieran
apoyar la hipdtesis de la existencia de un ajuste funcional entre las tasas de actividad
enzimatica y los sustratos presentes en la dieta natural. Por ejemplo, se encontrd que la
especie Troglodytes aedon, descrita como insectivora mostrd la actividad mas alta de
aminopeptidasa-N comparado con las otras especies (Tabla 2); ademas present6 un bajo
porcentaje de semillas en su dieta. Esta especie presenté una actividad 3,5 veces
mayores que la Turca (Preroprochos megapodius) catalogada como omnivora. Ademas,
encontramos que la especie descrita como omnivora FElaenia albiceps mostré la
actividad mas alta para sacarasa, comparado con las otras especies. Coincidentemente,
se ha reportado que esta especie a menudo consume el néctar de flores de arboles como
Embothrium ccoccineum. Estas flores tienen concentraciones de sacarosa cercanas al
40% del total de azucares del néctar, representando una cantidad significativa de la
energia consumida por aves (Smith-Ramirez & Armesto 1998). Adicionalmente, se ha
reportado que E. albiceps es un consumidor ocasional de frutos (Rozzi et al. 1996). De
acuerdo a esto, la actividad de sacarasa de E. albiceps fue 24 veces mayor que la

actividad de Troglodytes aedon descrita como insectivora.
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actividades de las enzimas intestinales siguen un patrén similar. Si embargo, a pesar de
que no contamos con datos sobre el tiempo de retencion del alimento para nuestras
especies, se propone una asociacion negativa entre el tiempo de retencion del alimento

de nuestras especies y la actividad enzimatica especifica (U/ g tejido fresco).

¢Qué podria explicar la carencia de asociacion entre los niveles de actividad de las
enzimas digestivas y los habitos dietarios en pasel;iformes? Como fue mencionado por
muchos autores (McNab 1992, Cruz-Neto et al. 2001, Cruz-Neto & Bozinovic 2004) el
uso de la categorizacion dietaria en los estudios comparativos es problematico, ya que en
algunos casos existe una asignacion errénea entre la especie y la categoria dietaria a la
cual es designada. Se sugiere que probablemente el andlisis pudiese estar sesgado por la
asignacion errénea de la categoria dietaria para algunas de las especies del modelo
estadistico. Es mas, en algunos casos los hébitos dietarios para algunas especies son
poco conocidos o son erréneos por la subestimacién de las diferencias estacionales o
geograficas en el uso de recursos alimentarios (Klasing 1998, Karasov & Martinez del
Rio 2007, Sabat et al. 2009). Por otra parte, las categorias dietarias no necesariamente
reflejan la composicion quimica de la dieta. Por ejemplo, las especies definidas como
consumidores especialistas de semillas, pueden presentar un gran rango de variabilidad
en el contenido de proteina y en el tipo de azlcares contenidos en las diferentes semillas.
Consecuentemente, diferentes especies granivoras pueden exhibir distintos niveles y

tipos de sustratos especificos.
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A pesar de que no enconframos una asociaciéon aparente entre la categoria
dictaria y la bioquimica del tracto intestinal, se observaron diferencias interespecificos
claras tanto en la fisiologia como en la morfologia del intestino delgado. Estudios en
aves han documentado que las variaciones inter ¢ intracspecificas en los rasgos
fisiologicos son adaptativas y reflejan ajustes generados por la seleccién natural,
plasticidad fenotipica o una combinacion de estas dos fuentes de variacion fenotipica.
Asf, la actividad hidrolitica de las enzimas intestinales puede ser usualmente modulada
por la presencia de sus sustratos especificos (Martinez del Rio & Stevens 1989, Martinez
del Rio et al. 1992, Sabat et al. 1995). Sin embargo, la magnitud del cambio en la
actividad enzimética en aves paseriformes como producto de aclimatacién (en el
laboratorio) o aclimatizacién (en terreno) parece ser inferior a la magnitud de las
diferencias que se encontré entre las especies de este estudio. Por ejemplo, la magnitud
de la modulacion de maltasa entre dietas con altas y bajas actividades es 2.6 en adultos
de la Ciguita del pinar (Dendroica pinus; Levey et al. 1999), 1.5 en Diuca diuca y
Zonotrichia capensis (Sabat et al. 1998) v 1.4 en ¢l estornino (Sturnus vulgaris),
mientras que la variacion en la actividad de aminopeptidasa-N entre diferentes dietas va
desde rangos de 1.2 (Ciguita del pinar; Levey et al. 1999) a 1,7 en Z capensis, Diuca
diuca, la Reinita coronada y estorninos (Afik et al. 1995, Martinez del Rio et al. 1995,
Sabat et al. 1998). La magnitud de la variacion entre la actividad mas alta y la mas baja
en este estudio fue cercano a 5 veces para maltasa, 24 veces para sacarasa y 3 veces para
aminopeptidasa-N. Asi, la magnitud mas alta de las diferencias entre las actividades de

las proteasas y las disacaridasas entre especies de paseriformes probablemente indiquen
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que las actividades observadas podrian ser el resultado de cambio evolutivo (Afik et al.
1995, Shondube et al. 2001). Sin embargo, recientemente, Brzek (2009) documenté que
la actividad de maltasa especifica puede ser modulada durante el desarrollo en polluelos
de gorriones (Passer domesticus), pero no en adultos (Cavides-Vidal et al. 2000),
sugiriendo que la magnitud de la modulacién en las actividades enzimaticas pueden ser
subestimadas cuando se utilizan animales adultos como sujeto de experimentacion.
Desafortunadamente, pocos estudios en la diversidad fisiologica de aves han
particionado la variacion fenotipica (Biviano et al. 1993, Brzek et al. 2009), y por lo
tanto cuanto de la variabilidad intraespecifica en la actividad enzimatica tiene base

genetica o es atribuible a plasticidad fenotipica sigue siendo desconocido.
Posicién trofica y el rol de 615N en estudios dietarios

La composicién isotépica de los distintos tejidos ha sido usada como una variable
cuantitativa en estudios comparativos, permitiendo diferenciar entre especies con
diferentes habitos dietarios (Kelly 2000, Kwuak & Zendler 1997, Shondube et al. 2001).
Los resultados de este estudio apoyan hasta cierto punto la utilidad de los isotopos
estables como herramienta para complementar los estudios de habitos dietarios. Nuestros
resultados revelaron una ausencia de relacién entre las actividades hidroliticas y el §'°N
de los tejidos. Aunque los valores de composicion isotopicas de nitrogeno y carbono no
constituyen un diagndstico inequivoco de la dieta natural de las especies, encontramos
una gran variacion interespecifica en 8'°N tanto del musculo pectoral como del higado.

Paralelamente, la relacion entre el eje 2, obtenido del andlisis de componentes



principales, y el porcentaje de nitrogeno de la dieta dividié a las especies en tres grupos:
insectivoros con bajos valores de ACP 2 y gran porcentaje de nitrogeno en la dieta, un
grupo omnivoro con valores intermedios y un grupo con especies granivoras
caracterizadas con elevados valores de ACP2 y bajo porcentaje de nitrogeno en la dieta.
De esta manera, especies con un bajo porcentaje de nitrégeno dietario, pareciera estar
relacionado a un bajo consumo de proteinas y a una elevada capacidad para asimilar
azucares. De manera contrastante, especies que presentan un elevado porcentaje de

nitrégeno en la dieta presentarian niveles de consumo de az(icares menores.

A pesar de lo anterior, las relaciones tréficas obtenidas de los valores de §'°N no
siguieron nuestras predicciones. Aun cuando las especies granivoras e insectivoras
presentaron valores diferentes de 8'°N, los valores fueron mayores en omnivoros, lo que
en principio es un resultado contra intuitivo, puesto que la incorporaciéon de mayor
material vegetal en los omnivoros debiera disminuir el valor de 8'°N en los tejidos de

estas aves.

De manera similar, Van der Zanden et al. (1997) compard la posicién tréfica
estimada de la dieta contra la estimada con 3N, encontrando que los métodos
convencionales son complementarios a los andlisis isotopicos. Nuestros resultados,
mostraron que el porcentaje de semillas o insectos no se relacionaron el 8°N de los
tejidos y por lo tanto, tampoco con la posicién en la trama trofica. Sin embargo los
estudios que han demostrado un enriquecimiento en 8'°N desde los productores

primarios hasta los carnivoros tope (Hobson 1994, Van der Zanden et al. 1997, Yi et al.
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2006), se han realizado en ecosistemas marinos o en mamiferos terrestres, en donde las

cadenas troficas son tipicamente mds largas (Shoeninger & DeNiro 1984).

¢Por qué existirfa un “desacople” entre los habitos dietarios y los valores de 8*°N
de los tejidos y el nivel trofico? Se esperaba una relacion positiva entre el nivel tréfico y
el porcentaje de semillas o insectos, sin embargo tal relacién no se produjo, debido a que
las especies que presentaron los mayores porcentajes de insectos, y por lo tanto mayor
porcentaje de proteina ingerida, no fueron las que se encontraban en los niveles
troficos superiores. Esto es, pdjaros de distintos niveles troficos pueden consumir el
mismo porcentaje de proteinas. Ademds, especies que presenten una posicion tréfica
similar podrian presentar grandes diferencias en la marca isotépica de carbono y
nitrogeno en sus tejidos, si ambas especies consumen presas que se sustentan en
productores primarios con distinta marca isotépica. Esto podria ser resultado de la

variacion espacial y temporal en lo valores de 8'°N en la base de la trama tréfica.

En este sentido, la composicion isotdpica de nitrégeno de las plantas usadas
como base mostrd una variacion significativa, a pesar del origen geografico comun. Se
ha reportado que el valor de 8'°N varia entre plantas con distintas formas de crecimiento
radicular y el tipo de bacterias fijadoras de nitrogeno con la cual hacen asociaciones. Por
ejemplo, las gramineas, licopodios y herbaceas tienen mayores valores de 5'°N que
musgos, liquenes, arboles y arbustos (Koch 2007). Esto significa que existirian
diferencias de 8'°N entre las distintas especies de productores primarios debido a

diferencias en: (i) la tasa de captacion de nitrégeno, (ii) el grado de utilizacion de los
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nitratos o de desnitrificacion, (iii) el tipo de fitoplancton y/o bacterias fijadoras de
nitrogeno (Koch 2007). Asi, y como se ha reportado en ambientes marinos, la
composicion isotopica de los productores primarios seria altamente variable entre (Kling
et al. 1992, Cabana & Rasmussen 1996) y dentro de los sistemas a través de tiempo
(Toda & Wada 1990, Gu et al. 1994, Cabana & Rasmussen 1996). Por lo tanto, la
posicién trofica de un organismo seria el reflejo del 8'°N, pero solo del sistema bajo
estudio (ver Hobson and Welsh 1992; Wainright et al. 1993), provocando que la utilidad
del 8"°N como una medida absoluta de la posicion tréfica para estudios comparativos sea
limitada, debido a que la composicién isotdpica de los organismos utilizados como base
generalmente presenta grandes variaciones. Asi, a pesar de que encontramos
mayoritariamente insectos en la dicta de especies insectivoras, esto no se reflejé en el
analisis isotopico, mostrando valores de 8°N mas bajos de lo esperado segin su
categoria de consumidores secundarios, debido probablemente a que la base de su trama
tréfica presenté bajos valores de 6°N. Desafortunadamente, no contamos con
informacion especifica sobre las relaciones troficas para nuestras especies, por lo que es
dificil generalizar esta conclusion a las aves utilizadas en este estudio. Sin embargo, la
ausencia de correlacion entre el porcentaje de insecto y el nivel trédfico, indicaria que
distintos niveles troficos, por ejemplo secundarios y terciarios tendrdn niveles similares

de ingesta de proteina probablemente.

Asl, pareciera ser que la actividad hidrolitica del intestino delgado se encontraria
mas relacionado con las caracteristicas bioquimicas de los diferentes sustratos

encontrados en la dieta (proporcion de semillas e insectos y % nitrogeno) y no con el
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8N o la trama trofica, a un nivel interespecifico Sin embargo, recientemente se ha
encontrado que a un nivel intraespecifico (ver Sabat et al. 2009a, b) algunos rasgos
fisiologicos (i.e. tasa metabolica basal y la funcién renal) varian con 8"°N y con la
posicion en la trama tréfica. Por lo tanto, esta metodologia seria mas apropiada para
andlisis a un nivel intraespecifico en que distintos grados de omnivoria pueden estar
asociados a distintos niveles de 8"°N e ingesta proteica. En este sentido, nuevamente se
destaca la diferencia entre los resultados de los andlisis realizados a distintos niveles de
organizacion jerarquica. Probablemente, a un nivel intraespecifico las caracteristicas
isotopicas de los productores primarios que sustentan la trama tréfica de una poblacion
de aves sea mas homogénea que la marca isotdpica de las bases tréficas que sustentas

especies distintas.
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CONCLUSION

En conclusién, nuestro resultados indican que las categorias dietarias basadas en los
analisis tradicionales no permiten inferior un relaciéon entre la dieta de la funcién

digestiva en aves.

Debido a la magnitud de las diferencias interespecificas en las capacidades
bioquimicas entre las especies, éstas parecen ser el resultado de ajustes fisioldgicos con
una base genética a la dieta natural. No obstante, no se puede descartar ¢l posible rol de

la plasticidad del desarrollo en la generacion de los patrones observados.

A pesar de que la composicidn isotdpica de las dietas o de los tejidos no permite
separar con claridad entre los distintos habitos dietarios. no se puede descartar el uso de
los is6topos estables como una herramienta para complementar los andlisis de hébitos
dietarios. Por tltimo, la variacion en la composicion isotopica de las dietas y los tejidos
no reflejan inequivocamente la composicién quimica de la dieta (e.g., proteinas,
azucares) por lo que esta metodologia debiera utilizarse con cautela en analisis
comparativos inter-especificos o al ser utilizados como variable proxy en estudios

ecofisiologicos.

Es probable que el andlisis de isétopos estables para inferir la posicién trofica de
distintos organismos sea mas certero en comparaciones intra-especificas o bien cuando

la base de las cadenas y tramas troficas presenten mayor homogeneidad.
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