JCH-FC

MATG- EQF
‘ ) e RSN
336 G BIBLIOTECA &
C. 1 w CENTRAL ¢s

CONDUCTA EXPLORATORIA Y PRESENCIA DE ENDOPARASITOS

EN Zonotrichia capensis (PASERIFORME: EMBERIZIDAE)

Tesis
Entregada A La
Universidad De Chile
En Cumplimiento Parcial De Los Requisitos
Para Optar Al Grado De:

MAGISTER EN CIENCIAS BIOLOGICAS
CON MENCION EN ECOLOGIA Y BIOLOGIA EVOLUTIVA

Facultad De Ciencias
Por

YANINA DEL CARMEN POBLETE QUINTANILLA

NOVIEMBRE, 2012

Director de Tesis Dr:

RODRIGO A, VASQUEZ SALFATE



FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis de
Magister presentada por la candidata.

YANINA DEL CARMEN POBLETE QUINTANILLA

Ha sido aprobada por la comisién de Evaluacion de la tesis como requisito para optar
al grado de Magister en Ciencias con mencién en Ecologia y Biologia Evolutiva en el
examen de Defensa Privada de Tesis rendido el dia 21 de octubre de 2012.

Director de Tesis:

Dr. Rodrigo Vasquez

Comision de Evaluacion de la Tesis:

Dr. Mauricio Canals

Dr.Claudio Veloso



Gracias...



S
S BIBLIOTECA =
< CENTRAL oo

7
Ry
£y

Agradecimientos

Agradezco a mis compafieros v amigos del Laboratorio de Conducta de la Universidad
de Chile: Nasrim Butler, Veronica Quirici, Victor Gutierrez, Cristobal Venegas, Enrique
Bazan, Pablo Veas, Daniel Medina, Carolina Saavedra, Ivania Cotoras, Andrea
Caiozzi, Cristian Celiz , Gabriel Catafio, Javiera Pantoja, Javiera Lagos, Ronny Zufiiga
y Cristian Villalobos, por contribuir de forma desinteresada con experiencia, consejos,
apoyo ¢ ideas que enriquecieron enormemente tanto esta investigacion, como también
mi formacion profesional y humana.  Agradecer también al Dr. Elie Poulin v a la gente
del Laboratorio de Ecologia Molecular por estar siempre dispuestos a colaborar con su
experiencia; a los Dr. Santiago Merino y Francisco Javier Martinez por su gran acogida
v valiosas ensefianzas recibidas durante mi estadia en el Laboratorio de Ecologia

Evolutiva del Museo de Ciencias Naturales de Madrid v en el Laboratorio de

Parasitologia de la Universidad De Alcala de Henares respectivamente; al Dr. Fernando

por generar un grato ambiente para el desarrollo de parte de esta investigacion.
Agradecer de forma especial a mi tutor Rodrigo Vasquez, por abrirme las puertas de su
laboratorio y darme la oportunidad de aprender de su experiencia y crecer como
profesional y como persona. Ademas, quisiera agradecer de forma muy especial a
Cristian Flores mi compafiero, por su amor y apoyo incondicicnal, a mis padres y
hermano por sus sabios consejos, a mis amigos por los gratos momentos de relajo y en

particular a mi amiga Daniela Corvalan por su carifio y compaiiia.

iii



ién a la Fundacién BBVA (proyecta BIOCON-06/109) que
financié mis estudios de magister, al Instituto de Ecologia y Biodiversidad (proyecto
ICM-P05-002, PFB-23-CONICYT) y al proyecto Fondecyt 1090794 (RAV) que junto
con la Fundacion BBVA financiaron integramente este provecto. Ademss guisiera
agradecer a la Hscuela de Postgrado, que a través de la Beca de Estadias Cortas de

Investigacion en el Extranjero, financié mi estancia en el Laboratorio de Ecologia

P

Evolutiva del Museo de Ciencias Naturales de Madrid (Dr. Santiago Merino) v en el

=

i

Laboratorio de Parasitologia de la Universidad de Alcald de Henares (Dr. Javier
Martinez), instancia que significo una importante contribucion al desarrollo de este

provecto y a mi formacién cientifica.



Lista de tablas

Resumen

Abstract
Introduccion
Materiales y métodos
-Area de estudio
-Toma de Muestras

-Analisis conductual

-Identificacion de sexo

™

-Deteccion de hemoparasitos en frotis sanguineos
-Deteccion de hemoparasitos desde tarjetas FTA
-Deteccion e identificacion de enteroparasitos

-Analisis estadisticos

Resultados

-Conducta exploratoria en Zonotrichia capensis

-Analisis parasitologico

-Conducta exploratoria y su relacion con la presencia de parasitos
Discusion

Bibliografia

Vi

vii

ix

ND

10

11

13

13

18




Lista de tahlag

Tabla 1. Combinacion de partidores (Forward-Reverse), temperatura de hibridacion

para cada PCR, tamafio, secuencia v grupo taxondmico que amplifica.

Tabla 2. Variables componentes junto a sus eigenvalue y porcentaje de varianza.

Tahla 3. Nimero de individuos infectados v parasitos detectados.

g



Lista de figuras

Figura 1. Diferencias significativas en el largo del ala (media + EE) entre machos

(n=17) y hembras (n=9) de 7. capensis.

Figura 2. Diferencias significativas en el largo de la cola (media + EE) entre machos

(n=17) v hembras (n=9) de Z. capensis.

Figura 3. Diferencia significativa en el largo total (medias + EE) entre machos (n=17) y

hembras (n=9) de Z capensis.

Figura 4. Diferencias significativas en el peso (medias + EE) entre machos (n=17) y

Figura 5. Diferencias significativas en la conducta exploratoria (medias + EE ) entre

machos (n= 17} y hembras (n=9) de Z. capensis.

Figura 6. Diferencias en el tiempo de latencia (medias + EE) entre machos (n=17) y

hembras (n=9) de Z. capensis.

Figura 7. Conducta exploratoria y parasitismo (medias + DE). Los datos muestran a

individuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).



s parasitismo (medias + DE)  Los datos muestran a individuos

X
bi i«
4

,
o s TrAdin: in Aixre 3 3 = ‘ oy d f1 e 1o o 3
ura 9. Indice de diversidad de exploracion y parasitismo (medias + DE). . Los

wn

datos muestran a individuos parasitados (n=3) vy no parasitados (n=23).

Tos d

(]
(=N
]
e
=]
(¥5]

Figura 10. Frecuencia de desplazamiento v parasitismo (medias + DE)

“

muestran a individuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).

Figura 11. Frecuencia de indagacion v parasitismo (medias + DE).  Los datos muestran

a individuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).



nosiimen

T
i

.a conducta exploratoria representa una medida de la tendencia natural de bisqueda o
rechazo a la novedad. La intensidad de este tipo de comportamientos puede favorecer
el riesgo de adquirir infecciones parasitarias. Se espera que los individuos mas

exploradores indaguen un mayor nimero de sitios y ' por lo tanto, adquicran una mayor

|.1’J

cantidad de enteroparasitos. En cambio, los individuos menos exploradores al

permanecer mas tiempo en lugares de reposo y/o dormideros, estarian mas expuestos al
ataque de vectores como pulgas, garrapatas, piojos y/o mosquitos v por lo tanto,
presenten una mayor cantidad de hemoparasitos. En el presente estudio, caracterizamos
la conducta exploratoria y la presencia de hemoparasitos y de pardsitos intestinales en 26
individuos adultos de la especie Zonofrichia capensis presentes en el sector pre-
cordillerano de Cantalao (33°27°45” S; 70° 30'40” O; 978 m s.nm.), Region
Metropolitana. El andlisis conductual revelé que los machos fueron significativamente

1

mas exploradores que las hembras. El andlisis hemoparasitolégico permitié detectar la

presencia de parasitos del género /sospora y los haplotipos ChP2 y ChH6 de los géneros
Plasmodium y Haemoproteus, respectivamente. No se detectaron parésitos en heces. La

prevalencia de parasitos en la poblacion fue de 4,2%, lo cual resulto ser insuficiente para

poder establecer una relacion entre conducta exploratoria y presencia de parasitos.
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Abstract

Exploratory behavior is a measure of the natural tendency to search for novelty. The
iniensity of this behavior may promote the risk of acquiring parasitic infections. It is
expected that more exploratory individuals may most browsers inquire visit a greater
number of sites and therefore acquire a greater amount of enteroparasites. In the other

hand, less expioratory individuals may stay longer in resting places or roosts, and hence

they would be more prone to be infected by vectors such as fleas, ticks, lice and/or

et

n the nresent

mosquitoes, and therefore, present a greater amount of blood parasites.
study, we characterized the exploratory behavior and the presence of blood parasites and

intestinal parasites in 26 adult individuals of the avian passerine Zonotrichia capensis,

aptured in

=

1 pre-mountain range at Cantalao (33° 27' 45"S, 70° 30' 40" W; 978 m a.s.].),

Santiago Metropolitan Region. The behavioral analysis revealed that males were
significantly more exploratory than females. Hemoparasitologic analysis allowed to
1.

he presence of parasites of the genus [sospore and haplotypes CHP2 and ChH4

i - 1-

-t

detect
of Plasmodium and Haemoproteus genera, respectively. No parasites were detected in
feces. Parasite prevalence in the population was 4.2%, which proved to be insufficient to

establish a relationship between exploratory behavior and parasite abundance.
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Introduccei

Generalmente individuos de distintos taxa, presentan variabilidad conductual
intraespecifica en relacion a la forma en que responden a situaciones novedosas en su
medio (Wilson et al. 1994, Dingemanse et al. 2002). Esta variabilidad conductual, se
expresa en diversos comportamientos, incluidos aquellos relacionados con la obtencidn
de informacion del medio, como la conducta exploratoria. La conducta exploratoria es

definida como cualquier comportamiento que proporciona informacién al animal, ya sea

potenciales parejas, entre otros ( e.g., Birker & Archer 1983, Beauchamp 1999, Mettke-
Hotmann et al. 2002, Van Oers et al. 2003, Garamszegi et al. 2008, Minderman et al.

2009). En un ambiente cambiante, los individuos mas exploradores podrian

I

beneficiarse, debido a que lograrian obtener mayor informacion sobre el estado v/o

variabilidad de los recursos disponibles (Tebbich et al. 2008). Sin embargo, la conducta

fTJ

xploratoria también incurre en costos para el individuo, aumentando por gjemplo, el
riesgo de encontrarse con depredadores (Sih et al. 2004) principalmente, cuando la
exploracién ocurre en una localidad expuesta o cuando el animal presenta una baja tasa
de vigilancia anti-depredatoria (véase Johnson 1989, Lima & Dill 1990). Ademas, en
varias especies, se ha documentado que la conducta exploratoria aumenta el riesgo de
adquinr enteroparasitos (van der Veen 2003, James et al. 2008, Brown et al. 2009),
principalmente debido a que los animales mas exploradores indagan en una mayor

cantidad de sitios donde ademas pueden beber v alimentarse, a diferencia de los

o
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individuos menos exploradores que estarian expuestos a un menor nimero de sitios. Por
esta razon, se espera que la conducta exploratoria se relacione positivamente con la
presencia de enteroparasitos en los individuos, es decir, animales mas exploradores se

verian enfretados con una mayor diversidad de sitios v organismos, por lo cual tendrian

mayor cantidad de enteroparasitos. En cambio animales menos exploradores, indagarian
un menor niimero de sitios y permanecerian mas tiempo en reposo , por lo que es
probable que sean atacados por un mayor numero de vectores y por lo tanto presenten
una mayor cantidad de hemoparasitos.

Las investigaciones en comportamiento animal sobre conductas exploratorias se han
focalizado frecuentemente en aves como modelo de estudio (e.g, Dingemanse et al.
2004, Minderman et al. 2009, van Dongen et al. 2010), destacandose la gran
variabilidad de comportamientos presentes en ellas (e.g., Mettke-Hotmann et al. 2002,

Dingemanse et al. 2004, Quinn et al. 2009). Nuestra investigacion utiliza como modelo

15+ 18 § Laail

de estudio a la especie Zonotrichia capensis (Chincol). Esta especie presenta una
amplia distribucién latitudinal y altitudinal, que abarca desde Chiapas en México hasta
Cabo de Hornos en Chile, entre los 0 a 5300 metros de altitud. Habita desiertos
costeros, bosques humedos y esclerdfilos, zonas urbanas y pastizales (Chapman 1940,
Davis 1971, Stiles & Skutch 1989, Novoa et al. 1996), siendo una de las especies mas
comunes en America Latina (Fotheringham 1995).

En esta especie se han realizado varias investigaciones que han demostrado la existencia
de un mayor nimero de vocalizaciones en poblaciones tropicales (Fotheringham 1995),
mavor agresividad v territorialidad relacionadas con mayores niveles de testosterona

(Moore et al. 2002, Wingfield et al. 2007, Lynn ¢t al. 2009), variabilidad intra ¢ inter

2



poblacional en conductas exploratorias (Van Dongen ¢t al. 2010), mayor pigmentacién
del plumaje en individuos mas dominantes (Chaine et al 2011), entre otras.  Sin
embargo, la relacidn entre conducta exploratoria y presencia de parasitos en la especie
no ha sido documentada.

La adquisicion de parasitos se relaciona directamente con la distribucion espacial de sus
vectores (Martinez-De La Puente et al. 2009). Los principales vectores de parasitos en
aves, son artropodos de habitos hematdéfagos, pertenccientes a los 6rdenes Siphonaptera
(pulgas), Acarina (garrapatas), Phthiraptera (piojos) v Diptera (mosquitos) (Merino &
Potti 1995, Gonzalez-Acufia 2008). Dentro de Phthiraptera, los piojos se caracterizan
por desarrollar todo su cicle biologico sobre el hospedador (Gonzilez-cufia 2008).  Las
pulgas y garrapatas generalmente habitan en el nido durante las primeras etapas de
desarrollo y cuando son adultas, regresan solamente para alimentarse (Harmman &
Alisauskas 2010, Clayton et al. 2010).  En cambio los mosquitos, desarrollan las
primeras etapas de su ciclo biolégico en el agua y los adultos solamente buscan al
hospedero para alimentarse (Soum et al. 2009). Los patrones de alimentacion de estos
vectores, se relacionan directamente con aspectos temporales y espaciales de la actividad
de las aves, atacandolas cuando éstas se encuentran relativamente inactivas (Soum et al.

2009),

Considerando estos antecedentes, es probable que las aves menos exploradoras,
permanezcan mas tiempo en lugares donde realizan menor actividad, como nidos,
dormideros y/o perchas, y por lo tanto, estén més expuestas al ataque de vectores,

aumentado ¢l riesgo de adquirir parasitos sanguineos.
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as principales especies de hemoparasitos, transmitidas por estos vectores, pertenecen al
Orden Haemosporidia, que incluye a los géneros Haemoproteus, Plasmodium vy
Leucocytozoon, los cuales han sido habitualmente encontrados en aves silvestres (e.g.,
Shutler et al. 1995, Merino et al. 2008). Los Hacmosporidios son parasitos
intracelulares pertenecientes al grupo de los protozoos, y se caracterizan por destruir a
los eritrocitos (en el caso de los géneros Haemoproteus y Plasmodium) v leucocitos (en
¢l caso de Leucocytozoon), y causar enfermedades en el hospedero (Quillfeldt et al.
2010). Los Haemosporidios presentan una distribucion cosmopolita v son muy
abundantes en las aves, encontrandose en el 68% de las 3800 especies que han sido
examinadas (Friend et al. 1999). Otro grupo de pardsitos intracelulares que podemos
encontrar en aves, pertenecen a los érdenes Haemogregarinidae y Piroplasmolida. Estos

ordenes incluyen a los géneros Hepatozoon y Babesia respectivamente. Ambos son

tr

]

nsmitidos al hospedero principalmente por garrapatas (Quillfeldt et al. 2010).
Algunos pardsitos sanguineos extracelulares como 7rypanosoma y microfilarias también
han sido detectados en aves, generalmente son transmitidas por mosquitos o moscas
(Silveira et al. 2010).

Varias investigaciones, han explorado los efectos negativos de los parasitos sanguineos
en las aves (Garvit et al. 2006). Algunos estudios sugieren que estos parasitos en
condiciones naturales reducen la sobrevivencia de las aves (Nordling et al. 1998, Moller
& Nielsen 2007, Marzal et al. 2008). Los parasitos sanguineos, ademas generan un
fuerte impacto en el comportamiento reproductivo de las aves (Maller et al. 2004). Por

ejemplo, una mayor carga parasitaria retarda el inicio de la midada (Allander & Bennett

1995), incrementa la probabilidad de desercién de nidada (Sanz et al.2001) y reduce el

4



tamaiio de la midada, disminuyendo la eclosién vy el éxito de los volantones (Merino et
al. 2000, Sanz et al. 2001, Marzal et al. 2005). Las infecciones producidas por parasitos
sanguineos en aves, también se relacionan con bajas reservas de grasa, reduccion en la
masa corporal (Garvit et al. 2006) y menor pigmentacion en el plumaje (Hdrak et al.
2001).

Por otro lado, a diferencia de los parasitos sanguineos, los pardsitos intestinales o
enteroparasitos son incorporados por via oral, a través del consumo de sus formas
infectantes en agua y/o alimentos, muchas veces durante las conductas de forrajeo que
involucran el muestreo de diversas localidades y/o micrositios (Sanchez 2003). Los
principales enteropardsitos corresponden a protozoos, neméatodos, céstodos y trematodos

(Pelayo 2001). Considerando estos mecanismos de infeccion, es probable que los

animales mds exploradores estén mas expuestos a la adquisicion de este tipo de

[y

O

[#]

parasitos. Las investigaciones en relacién a costos asociados a enteropardsitos, se
han desarrollado principalmente en especies de importancia economica, siendo escasos

los estudios sobre su impacto en fauna silvestre (Hinojosa & Gonzélez-Acufia 2005,

(]

Hughes et al. 2008). Sin embargo, la evidencia empirica existente, sugiere que estos

pardsitos pueden afectar el estado de salud, la fecundidad, sobrevivencia y conducta de
forrajeo de individuos de especies silvestres (Gunn & Irvine 2003, Irvine 2006, Hughes
2008).

En la presente tesis se caracterizd la conducta exploratoria y la parasitosis presentes en

una poblacion de Z capensis, con el fin de establecer una relacion entre la abundancia

de parasitos y la conducta exploratoria.



Materiales y métodos

Area de estudio

)
®
=)
]
-l
=3
D
[o]
2
-y
=
-
mw
=
=
i
W
Ll
]
]
e
(73]
(e}
o
[g']

sarrollé durante los meses de marzo vy abril del afio
2011 en el sector pre-cordillerano de Cantalao (33°27°45” S; 70° 30°40” O; 978 m
s.n.m.), Region Metropolitana. El sector se encuentra inserto en un bioma de matorral
caracteristico de las zonas mediterrancas. la vegetacion tipica del lugar corresponde a
arboles y arbustos esclerdfilos (Donoso 1982). En el sector se pudo detectar la presencia
de una amplia variedad de aves silvestres, como chercan, tijeral, cachudito, fio fio;

canastero, chincol, loica, carpinterito, tortola, codorniz, entre otras.

Toma de muestras

Las aves fueron canturadas con redes niebla y trasladadas a un aviario experimental (270
cm de longitud x 150 cm de ancho x 150 cm de alto) disefiado para caracterizar la
conducta exploratoria frente a un ambiente nuevo (véase Van Dongen et al. 2010).
Luego de un periodo de aclimatacion de 5 minutos, periodo durante el cual ¢l ave se
encontraba dentro del aviario en una jaula pequefia (20 x 30 cm) cubierta con una lona,
se registraron durante 10 minutos las conductas de los individuos dentro del aviano,
utilizando una grabadora de voz digital (Olympus modelo VN-960PC).

Finalizado el experimento, se procedid a revisar el plumaje de las aves para detectar

parasitos externos. Posteriormente, se realizaron algunas mediciones morfométricas
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{largo del culmen, tarso, ala, cola, largo total v peso) y se tomo una pequefia muestra de
sangre desde la vena alar con la cual se prepard un frotis de capa fina con portaobjeto, el
cual fue fijado con etanol absoluto. Una porcidn de la sangre extraida fue almacenada
en tarjetas FTA para un posterior analisis genético-molecular, con ¢l fin de evaluar la
presencia de parasitos sanguineos (véase e.g., Merino et al. 2008).

Adicionalmente se reviso la superficie del sector de aclimatacion del aviario, con el fin
de recolectar heces para un posterior analisis parasitoldgico. Esta superficie de material
plastico fue removida v reemplazada cada vez que se introducia en la zona un individuo
diferente. Las heces también se obtuvieron durante la manipulacion de las aves en la
captura, traslado y medicién. Las heces colectadas fueron almacenadas en aleohol al

70% en tubos Eppendorf.

Andlisis conductual

Las grabaciones de audio sobre el registro conductual de los animales obtenidas en el
aviario fueron analizadas con el programa JWatcher 1.0 (Macquarie University and
UCLA, Australia), el cual permitio obtener la frecuencia y duracién de las conductas
registradas. Se registraron las siguientes variables dependientes obtenidas del analisis
conductual:

-Latencia: Tiempo que demora el individuo en entrar al aviario experimental desde el
sector de aclimatacion.

-Frecuencia: Numero de veces que el individuo salta, vuela, utiliza perchas, picotea y/o

escarba.



-Tiempo de desplazamiento: Tiempo que invierte en conductas de desplazamiento (ie,,

saltar y volar).

-Tiempo de indagacién: Tiempo que invierte en conductas como picotear y escarbar el
terreno.

-Diversidad de exploraciéon: Numero de veces que visita cada parche o percha, obtenido
con ¢l indice de diversidad de Shannon (véase Midermann et al. 2009, Van Dongen et

al. 2010).

Identificacion de sexo

Considerando que Zonotrichia capensis no presenta dimorfismo sexual aparente v que
las caracteristicas asociadas al canto o al desarrollo de la cloaca en los machos, no se
presentan durante el periodo en el cual se recolectaron los datos, fue necesario sexar a
los individuos utilizando técnicas moleculares. FEste procedimiento se realizé en el
Laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad De Chile a cargo del Dr. Elie
Poulin.  Para la extraccion de ADN desde las tarjetas FTA, se utilizo un Quit de
extraccién marca QIAGEN (Inc., Valencia, CA). Luego, mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) se amplifico el gen CHD-W, ubicado en el cromosoma W de la
hembra (hembras WZ) y el gen CHD-Z presente en el cromosoma Z (machos ZZ). Los
partidores utilizados fueron P2 (5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3%) y P8 (5°-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3") descritos por Griffith (1998). La reaccion de
PCR consistié en un volumen de 20 ul con 20 a 100 ng de ADN, en un mix que contenia

-]

2 ul de Buffer - 1,5ul de MgCl - 0,8ul de cada partidor - 0,8ul de Dntps — 10,8 ul de agua
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MILIQ vy 0,3 ul de Ampli Taq (Invitrogen, Brasil). Los ciclos de reacciones en el
termociclador consistieron en una etapa de activacion de la polimerasa de 2 minutos a
95°C, 10 ciclos de 94°C por 30 segundos, 61°C por 30 segundos (temperatura de
activacion), 72°C por 30 segundos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30
segundos, 1 ciclo de 72°C por 4 minuto y 25°C por 5 minutos y una etapa de extension
final de 4°C por 10 segundos. Los fragmentos de ADN obtenidos después de los

ensayos de PCR fueron cuantificados por comparacion utilizando un marcador de ADN

a traves de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Deteccion de hemonardsitos en frotis sanguineos

Los frotis fijados con etanol absoluto en el campo, fueron tefiidos con solucion Giemsa

descrito en Merino et al. (2008b). Este procedimiento se realizé en el laboratorio de
Conducta Animal de la Universidad de Chile.

La deteccion e identificacion de parasitos sanguincos desde estos frotis, se realizd en el
Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid (CSIC), junto al Dr. Santiago
Merino. El procedimiento realizado consistid en recorrer la mitad de la preparacion con
el objetivo 10x, con el fin de detectar parasitos extracelulares. Posteriormente, para la
deteccion de parasitos intracelulares, se escogieron 20 campos homogéneos en la otra
mitad de la muestra, los cuales se observaron con el objetivo 40X. Frente a la presencia

de parasitos, se utiliz6 el objetivo de inmersion para su identificacién (Merino 1999).



Deteccion de hemoparasitos desde tarjetas FTA

Los procedimientos descritos a continuacion, se realizaron en el Laboratorio de
Parasitologia de la Universidad de Alcala de Henares, a cargo del Dr. Francisco Javier
Martinez. Para la extraccion de ADN, se obtuvo una pequefia porcion de sangre (2 a 3
mm?) desde las tarjetas FTA. Posteriormente se preparo un mix con 250 ul de set buffer,
12,5 ul de SDS 10% y 2,62 ul de proteinasa K por cada muestra. Finalmente, las
muestras se mantuvieron en agitacion a 800g v 55°C durante toda la noche. Utilizando
el método AMONIO-ACETATO se extrajo finalmente el ADN. Luego, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se¢ amplificaron diferentes genes
mitocondriales de acuerdo al tipo de parasito sanguineo esperado para esta especie
(véase e.g., Martinez et al. 2009). En la tabla 1 se muestra la combinacion de partidores,
temperatura de hibridacion (annealing) de cada uno de ellos, secuencias utilizadas,
tamafio de los partidores y géneros que reconocen. La reaccion de PCR consistié en
preparar un volumen de 20 ul que contenia de 20 a 100 ng de ADN, 2 ul MgCl, - 1,2 ul
de partidor forward y reverse (25 um) - 0,6 ul de Dnts - 13 4 ul agua MILIQ v 0.2ul
AmpliTag Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los ciclos de
reacciones en el termociclador consistieron en una etapa de activacion de la polimerasa
de 10 min a 95°C, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, Ta (dependiendo de la
combinacion de partidores usados), 72°C por 40 segundos y una extension final de 2°C

por 10 segundos.



Tabla I . Combinacién de partidores (Forward-Reverse), temperatura de hibridacion

e

(annealing) para cada PCR, tamafio, secuencia y grupo taxonomico que amplifica.

Partidores _ T de. , Tamafo _ _
hibridacién Secuencia Especie
Forward | Reverse ©C) pb
GGG TCA AAT GAG TTT CTIG &/ Plaswicelim
PALUF | PALUR 54 19/21 DGG AAC AAT ATG TAR AGG e/ '
AGT aemoprozey.s
' CAT TCY ACW GGT GCATCT TT/ |
LPLD LPRD 58 20/20 CTG GAT GWG ATA ATG GWG | Leucocytozoo
CA
GTC AGA GGT GAAATT CIT .
HEP9OOF | HEFT®! 54 2519 | AGATTT G/ AAA GGG CAGGGA | oS
- CGT AAT C bkl

Los fragmentos de ADN obtenidos después de los ensayos de PCR fueron cuantificados
por comparacion utilizando un marcador de ADN a través de electroforesis en geles de
acrilamida 2%. Los productos de PCR positivos fueron secuenciados con el
secuenciador ABI 3130 XL (Applied Biosvstems) del Servicio de Biologia Molecular

de la Universidad de Alcalad de Henares.

El analisis parasitolégico de las heces colectadas en el campo, se realizo en el
Laboratorio de Medicina Preventiva de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Chile, a cargo del Dr. Fernando Fredes. Para la deteccion de ooquistes
v/0 huevos presentes en las heces, se utilizé la téenica de flotacion con el método de
Willis-Molloy o de solucion saturada de Cloruro de Sodio. Los resultados de la técnica
de flotacion fueron observados al microscopio con objetivos 10X v 40X con el fin de

identificar a nivel de género los ooquistes presentes.
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Analisis estadisticos

Con el programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, USA) se realiz6 un andlisis de
componentes principales (ACP) entre las variables conductuales, con el fin de establecer
variables componentes que nos permitieran cuantificar la conducta exploratoria de los

individuos. Con el mismo programa se realizaron analisis de varianza (ANOVA) con el

mh

in de determinar diferencias morfologicas entre machos v hembras, analisis de
covarianza (ANCOVA) para determinar diferencias en la conducta exploratoria entre
machos y hembras y finalmente se realizo la prueba de T y la prueba Kolmogorov-
Smimov para establecer diferencias en la conducta exploratoria entre individuos

parasitados y no parasitados.
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Resultados

El andlisis molecular para la identificacion del sexo de los individuos nos permitid

identificar a 17 machos y 9 hembras.

Conducta exploratoria en Zonotrichia capensis

Se realizo un analisis de componentes principales (ACP) entre las siguientes variables:
Tiempo de desplazamiento (TD), tiempo de indagacion (TT) v latencia (L), obteniéndose
dos variables componentes, las cuales denominamos: Exploracion y Latencia, ya que
estas conductas expresan la mayor parte de la varianza de cada variable componente

(véase tabla 2). En la tabla 2 se muestran las variables componentes, los eigenvalue v el

porcentaje de varianza representado por cada variable componente.

Tabla 2. Variables componentes junto a sus eigenvalue y porcentaje de varianza.

. : Y% Eigenvalue A’
Variables componentes Eigenvalue i varianza
varianza | Acumulado
acumulado
Latencia (L) 1,43 47.57 1,43 47.57
Tiempo de desplazamiento
1,00 33,43 2,43 81,00
(1D)
Tiempo de indagacion (TT) 0,57 18,98 3 100

13



Considerando el escaso dimorfismo sexual en la especie estudiada, se procedié a
determinar posibles diferencias morfométricas entre machos y hembras. Se evalué la
normalidad de los datos morfométricos obtenidos en el campo (peso, largo del culmen,
tarso, ala, cola y largo total). Posteriormente se¢ realizaron andlisis de varianza
(ANOVA) considerando el sexo como variable categdrica y los rasgos morfométricos
como variables dependientes. El resultado de estos analisis muestra que los machos son
significativamente mas grandes que las hembras en relacion al largo de las alas
(P=0,000081; F=22.44; R*=0,46; media para machos 76, 47 + EE 0,75 y hembras 70,44
+ EE 1,02; figura 1), largo de la cola (P=0,00054; F=15.,9; R2=0,40; media para macho
60,20 + FE 0,63 v hembras 60,88 + EE 0,87, figura 2), largo total (P=0,021; F=6,07;
RZZO,Z; media para machos 143,88 + EE 1,22 y hembras 138,77 + EE 1,67 figura 3) y
peso (P=0,00054; F=15,9; R*=0.40; medias para machos 20,78 + EE 0,2 y hembras

19,26 1+ EE 029: figura 4)

2

Largo de ala (mm}

F N

Sexeo

Figura 1. Diferencias significativas en ¢l largo del ala (media + EE) entre machos
(n=17) v hembras (n=9) de Z. capensis.
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["igura 2. Diferencias significativas en el largo de la cola (media + EE) entre machos
(n=17) y hembras (n=9) de Z. capensis .
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Figura 3. Diferencia significativa en el largo total (medias + EE) entre machos (n=17) y
hembras (n=9) de Z. capensis.
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Figura 4. Diferencias significativas en el peso (medias + FE) entre machos (n=17) v

Lt

hembras (n=9) de Z. capensis.

Posteriormente se realizé un analisis de covarianza (ANCOVA) para determinar si
existen diferencias significativas en la conducta exploratoria entre machos y hembras.
Se consider6 como variable categorica el sexo, como variable dependiente la conducta
de exploracién y como covariables a los rasgos morfométricos. El resultado de este
analisis muestra que los machos son significativamente mas exploradores que las
hembras y que el mayor tamafo total de los machos influye de forma significativa en
esta relacion (P=0,0039; F=7,09: R*=0,33; media para machos 0,53+ EE 0,24 vy
hembras -1,00 + EE 0,35; figura 5). Ademads se muestra una tendencia de las hembras a
tener periodos de latencia mayores gue los machos (P=0,056; F=2.6: R2:O§39; media

para machos -0,22 + EE 0,24 y hembras 0,42 + EE 0,36; figura 6).
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Iigura 5. Diferencias significativas en la conducta exploratoria (medias + EE ) entre
machos (n= 17) y hembras (n=9) de Z. capensis.
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Figura 6. Diferencias en el tiempo de latencia (medias + EE) entre machos (n=17) y
hembras (n=9) de Z. capensis.
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Analisis parasitoldgico

Durante las revisiones realizadas a los animales capturados en el campo no se
detectaron ectoparasitos.
La observacion de frotis sanguineos y el posterior analisis genético-molecular permitié

detectar la presencia de parasitos del género Isospora y los haplotipos ChP2 y ChH6 de

Tabla 3. Nimero de individuos infectados y pardsitos detectados.

N? de individuos infectados Género
1 Plasmodium (ChP2)
1 Haemoproteus (ChH6)
1 Isosporas

La técnica de flotacidn y posterior revision al microscopio en busca de parasitos

intestinales presentes en heces, no arrojo resultados positivos.

Conducta exploratoria v su relacion con la presencia de pardsitos

Se consideraron las variables componentes exploracion y latencia como variables
dependientes, y la presencia y/o ausencia de parasitos como variables categoricas
independientes. No se encontré ninguna relacion significativa con la variable
componente exploracion (P < 0,10; med:a para individuos parasitados 0,001+ DE 1,06

y no parasitados (0,1 + DE 0,10; figura 7) y con la variable componente latencia (P >
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0.10; media para individuos parasitados 0,07 + DE 123 vy no parasitados -0,57 + DE
0,27; figuras 8). Frente a estos resultados, se realizaron otras pruebas con otros
indicadores de exploracion como el indice de diversidad de exploracion (P = 0,12; media
para individuos parasitados 1,67 + DE 0,44 v no parasitados 1,61 + DE 0,24; figura 9),
la frecuencia de conductas asociadas al desplazamiento (saltar-volar) (P> 0,10; media

para individuos parasitados 129 + DE 86,66 y no parasitados 155,08 + DE 84,78; figura

-
[

10} y la frecuencia de conductas de indagacion (escarbar con patas v pico) (P > 0.

I

0;

media para individuos parasitados 8,86 + DE 13,74 y no parasitados 0,33 + DE 0,57;
figura 11). Sin embargo, tampoco se encontro una relacion significativa entre estas

variables con la presencia y/o ausencia de parasitos.

25
20
15

1,0 f |
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05!
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Variable componente exploracién

1,0 L, e §
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Figura 7. Conducta exploratoria y parasitismo (medias +DE). Los datos muestran a
individuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).
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Figura 8. Latencia vy parasitismo (medias + DE). Los datos muestran a individuos
parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).
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Figura 9. Tndice de diversidad de exploracion y parasitismo (medias + DE). Los datos
muestran a individuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).
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Iigura 1), Frecuencia de despl azamr,nt y parasitismo (medias + DE). Los dato
muestran a individuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).
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Figura 11. Frecuencia de indagacion y parasitismo (medias + DE). Los datos muestran a
mdividuos parasitados (n=3) y no parasitados (n=23).
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Discusidén

Los efectos del parasitismo sobre el comportamiento han sido ampliamente investigados
en aves (e.g., Allander & Bennett 1995, Sanz et al.2001, Mpoller et al. 2004). Sin
embargo, como la conducta exploratoria puede influir en la adquisicion de infecciones
parasitarias ha sido escasamente documentada (Dunn et al. 2011). En Zonotrichia
capensis se han realizados varias investigaciones que abarcan diversos aspectos de su
biologia, sin embargo, son escasas las investigaciones que caracterizan a la comunidad
parasitaria de esta especie en Chile, lo cual es fundamental, considerando que estas aves
podrian transformarse en reservorio de enfermedades que pueden afectar seriamente a
numerosas especies susceptibles, vulnerables y en peligro de extincion con las cuales
coexisten en un amplio territorio.

En este estudio detectamos la presencia de 2 haplotipos pertenecientes a los géneros
Plasmodium (ChP2) y Haemoproteus (ChH6).  El haplotipo ChH6 ha sido detectados
anteriormente en individuos de 7. capensis presentes en Rinconada de Maipu (RM) v
Pantanillo (VII Region) (Merino et al. 2008). Ademas este haplotipo ha sido encontrado
en otras especies y sitios de estudio, como 7Troglodytes musculus (chercan) y Elaenia
albiceps (Fiofio) en Pantanillo (VII Region), Turdus falcklandii (Tordo), FElaenia
albiceps y Aphrastura spinicauda (Rayadito) en Ancud (X Region) y Elaenia albiceps
en Isla Navarino (XII Region). FEl haplotipo ChP2 ha sido reportado solamente en
Turdus falcklandii en Ancud (Merino et al. 2008). Ademas se encontré un individuo de

Z. capensiz de la poblacion en estudio infectado con lsospora, parasito muy comun en
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la familia Emberizidae (Balthazar et al. 2008).

Considerando que en las muestras obtenidas (n=26) solamente encontramos 3 individuos
infectados, se calculd la prevalencia de parasitos presente en la poblacion a través de la
observacion de frotis sanguineos. Tl analisis se realizé en el Museo de Ciencias
Naturales de Madrid, a cargo del Dr, Santiago Merino. Se observo un total de 95 frotis
pertenecientes a la especie, obtenidos durante el afio 2011 como parte de otros proyectos

rotis observados, se

==ty

de investigacion (R. Viasquez, datos no publicados). De los 95
detectaron 4 con hemoparasitos (Tabla 4). La prevalencia de parasitos sanguineos en la
zona estudiada fue de 0,042 o sea el 4,2 % de los individuos muestreados.

Tabla 4. Nimero de individuos infectados y parasitos detectados en 95 muestras de
sangre en Z. capensis.

N? de individuos -
infectados
1 Plasmodium
3 Haemoproteus

Con esta informacion pudimos corroborar que la parasitosis en el lugar es baja. Por esta
razon, no fue posible rechazar la hipdtesis nula. Sin embargo, este resultado no significa
necesariamente que la relacion entre conducta exploratoria y presencia de parasitos no
exista en otras poblaciones. En canastero comun se ha documentado que las hembras
mas exploradoras tienen una mayor carga hemoparasitaria (Dunn et al. 2011). Ademas
en ardillas se encontré6 que los machos mas audaces (donde la variable audacia esta
definida por mayor grado de exploracion, trapabilidad, nivel de actividad y capacidad de

lucha al ser manipulado) presentan una mayor carga enteroparasitaria, en relacion con
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los menos audaces (Petterson et al. 2011).

La baja parasitosis encontrada en esta poblacién, podria estar relacionada con las
condiciones del sector, el cual se caracteriza por ser un lugar seco, sin un afluente o
caudal de agua que pudiera generar las condiciones apropiadas para el desarrollo de
ciertos vectores como mosquitos y zancudos. Ademas el lugar se encuentra inserto en
una zona protegida, libre de escombros u otros artefactos que pudieran transformarse en
zonas de crianza artificial por la acumulacién de agua durante la estacion Nuviosa.

No se realizaron revisiones de los nidos, por lo tanto, desconocemos la presencia de
vectores como pulgas, garrapatas y piojos en dichos lugares. Sin embargo, estos tipos de
parasitos pueden ser encontrados directamente sobre los animales. Sin embargo, durante
las revisiones realizadas a los individuos capturados no se detecté su presencia. Es
probable que mientras el sector se encuentre protegido y alejado de las zonas urbanas,
sus habitantes se encuentren escasamente expuestos a infecciones de este tipo.

Por otro lado se pudo corroborar la existencia de dimorfismo sexual asociado al tamafio

corporal. Se encontré que los machos son significativamente mas grandes que las

hembras. Sin embargo, ¢l dimorfismo cn esta especie es bastante discreto. Este grado

t=)

de dimorfismo es frecuente en especies con sistemas sociales aparentemente
monogamos y donde el cuidado parental es compartido por el macho y la hembra
(Moreno et al. 2007). Zonotrichia capensis usualmente tiene este tipo de sistema
reproductivo (Chapman, 1940, Miller & Miller 1968, Bush et al 2004, Lynn et al.
2009). Sin embargo, eventos esporadicos de poliginia y poliandria han sido reportados
para la especie (Miller & Miller, 1968, Smith, 1978).

En relacion a la conducta exploratoria hemos encontrado que los machos son
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significativamente més exploradores que las hembras.  Si bien en este estudio solamente
evaluamos este rasgo de la personalidad, otras investigaciones han caracterizado otros
comportamientos de Z. capensis. Por ejemplo, se ha descrito que los machos son mucho
mas territoriales que las hembras, defendiendo su territorio de forma agresiva frente a la
llegada de otros machos adultos, en cambio las hembras muestran un comportamiento
territorial muy por debajo del desplegado por los machos (Bush et al. 2004). Por lo
tanto, los machos adultos deben ser lo suficientemente exploradores para aduefiarse de
un territorio de calidad, que les asegure sobrevivencia, oportunidades de reproduccion y

resguardo de la nidada. Posteriormente deberan proteger este territorio y mantenerse

B~

como residentes en €l Esta condicién generalmente se mantiene a lo largo del afio
(Moore et al. 2004) y seria ventajosa para los individuos ya que no gastarian energia en
buscar y disputar un nuevo territorio durante cada época reproductiva (Bush et al 2004).
Ademas se piensa que esta condicion favorece la obtencién de pareja (Kunkel 1974) y le
permitiria mantener un estatus social sin la necesidad de enfrentarse constantemente
otros individuos (Bush et al. 2004). Otros estudios sefialan que los individuos mas
exploradores dispersan mds (Armitage & van Vuren 2003), son competitivamente
superiores (Sundstrom et al. 2004) y preferidos por las hembras (Godin & Dugatkin
1996). Sin embargo, se encontrarfan en constante riesgo de adquirir parasitos, lo cual
generaria un compromiso que afectaria su adecuacion bioldgica (Peterson et al 2011).

A pesar de que no se pudo establecer una relacion entre conducta exploratoria y
presencia de parasitos, nuestro estudio proporciona los primeros antecedentes sobre la

parasitosis presente en la poblacién y contribuye directamente al conocimiento del

comportamiento de Z. caperisis.
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