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Abstract

Animals under stress can produce different adaptive responses allowing the maintenance
of homeostasis of essential life functions. This process called “allostasis™ has important
mediators, such as glucocorticoids. Previous studies have shown that the maintenance
cost increases (allostatic load) as a result of predictable (e.g., seasonal changes) or
unpredictable (e.g., storms and natural disasters) stressful events, elevating the
glucocorticoid concentrations, and hence triggering different emergency states. In the
other hand, previous research shows that glucocorticoid metabolic production can
regulate the behavioral phenotype, in order to increase survival under stressful
conditions. In this thesis, I focused on assessing a behavioral trait and its association
with physiological stress, for which I studied the exploratory behavior and the
adrenocortical response (blood glucocorticoid concentrations) in a population of Z
capensis located in an Andes’ foothill of Santiago’s metropolitan area. There were
significant seasonal effects and protocol design on glucocorticoid concentrations.
Seasonal differences could be related with behavioral modifications in exploratory
tendency. This study also proposes that in integrative research, behavioral assessment
should be carried out right after taking samples for stress analysis, and that exploratory
behavior should be used as a comparative trait between treatments or populations, in

studies with a homogenous protocol.
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Resumen

Cuando los animales son sometidos a eventos de estrés, pueden generar diferentes
respuestas adaptativas que permiten mantener la homeostasis de los sistemas esenciales
para la vida. Este proceso se conoce como alostasis, y cuenta con algunos mediadores
importantes, como por ejemplo, los glucocorticoides. Se ha observado que cuando el
costo de mantener la homeostasis (i.e., carga alostdtica) incrementa como resultado de
algin evento de estrés predecible (e.g., cambios estacionales) o impredecible (e.g.,
tormentas y desastres naturales), los niveles de glucocorticoides también aumentan,
impulsando diferentes estados de emergencia en los organismos. Por otro lado,
investigaciones previas indican que la produccién de glucocorticoides podria regular el
fenotipo conductual para aumentar las probabilidades de sobrevivencia del organismo en
situaciones de estrés. En el presente estudio caracterizamos la conducta exploratoria y la
respuesta adrenocortical de Z. capensis de una poblacién precordillerana de la Region
Metropolitana de Santiago. El analisis de glucocorticoides reveld que la estacionalidad
tiene un efecto significativo en las poblaciones de chincol. Estas diferencias podrian
estar relacionadas con los cambios conductuales en exploracion. En investigaciones
integrativas que incluyen evaluaciones de stress fisiolégico de corto plazo, las muestras
para estos fines deben ser obtenidas previamente a todas las demas evaluaciones
experimentales, y las variables conductuales deben ser utilizadas para comparar enfre

tratamientos y/o poblaciones, en estudios con un protocolo similar.




1. Introduccion

Los animales son capaces de generar diferentes tipos de respuestas que incluyen tanto la
capacidad de anticipar los cambios ambientales, lo que eventualmente permite asumir de
forma anticipada un determinado estado a lo largo de la historia de vida (e.g. cambios
estacionales que impulsan la migracion y/o la hibernacién), como también la capacidad
de cambiar en respuesta a un evento impredecible (e.g. conflictos en las jerarquias
sociales, la competencia por un recurso, influencia de tormentas y desastres naturales,
entre otros) (Creel. S., 2001; Wingfield & Hunt., 2002). Estos dos tipos de respuestas
son descritas bajo el proceso denominado “alostasis”, que consiste en mantener la
homeostasis de los sistemas esenciales del organismo (e.g., pH, temperatura corporal,
niveles de glucosa y tensién de oxigeno) a través de modificaciones en ciertos
mediadores (e.g., hormonas adrenales, neurotransmisores, citoquinas del sistema
inmune, entre otros) (Koob & LeMoal., 2001). Cuando estos mediadores alostaticos son
secretados con demasiada frecuencia o son administrados de forma ineficiente, pueden

llevar al desgaste del individuo (McEwen., 1998; McEwen & Wingfield., 2003).

Entre los sistemas fisioldgicos que responden al estrés, el eje hipotaldmico-pituitario-
adre_nal (HPA) es uno de los méds importantes (Boonstra., 2004; Sapolsky et al., 2000,
Wingfield & Romero., 2000). En el eje HPA se produce la secrecion de Ios
glucocorticoides (GCs), mediador alostético que regula varios aspectos de la fisiologia y

del comportamiento de vertebrados. Wingfield en 1998 sugiri6 que la informacion del




medio ambiente, que regula los ciclos de vida, podria estar determinada por la secrecién
hormonal de una via fisioldgica (e.g., GCs), que en términos energéticos, funcionaria
igual para todos los organismos. Bajo esta idea aparece el término “carga alostatica”,

que hace alusion a la demanda energética del individuo (Wingfield, 2005).

Cuando ocurre una perturbacion (e.g., tormentas), la carga alostatica del organismo se
eleva por sobre la energia disponible en el medio ambiente, esto provoca un aumento en
la secrecién de GCs, que puede impulsar estados de emergencia que incluyen supresién
de la reproduccién, incremento de la gluconeogénesis y la aparicién de algunas
conductas de escape o de refugio que buscan aumentar la probabilidad de sobrevivencia
del organismo (Wingfield & Ramenofsky, 1999; Sapolsky et al., 2000; Dhabhar, 2002;
Wingfield, 2003) y en consecuencia disminuir la carga alostatica (Goyman & Wingfield,
2004; McEwen & Wingfield, 2003). Sin embargo, cuando los eventos de estrés son
permanentes, existe una sobrecarga que se mantiene en el tiempo. En este escenario,
bajo condiciones no ideales, la demanda energética permanece muy por encima de la
energia disponible en el medio (e.g., escases de alimento). Esto puede iniciar un
aumento cronico de las concentraciones de glucocorticoides y provocar la inhibicién del
sistema reproductivo, distrofia muscular, reduccion de la funcién inmune, reduccién de
Jas tasas de crecimiento, degradacion de proteinas (pérdida de la musculatura), dafios
neurolégicos, llegando incluso a la muerte del individuo (Sapolsky, 1993; Sapolsky et

al., 2000; Wingtield & Romero, 2000; Romero., 2004).

Los estados de emergencia de la historia de vida regulados por los niveles de GCs

pueden dividirse en 4 componentes principales que no son excluyentes: a) Combate o




escape, conductas que puede ser desencadenada por un depredador o el ataque de un
conespecifico, b) Estrategias de confrontacion, también llamada personalidad animal, las
cuales corresponden a un conjunto de conductas correlacionadas entre ellas asi como al
estrés psicosocial, C) Conductas desencadenadas por enfermedades, componente
impulsado en respuesta a lesiones y/o infecciones y d) Conductas facultativas junto con
estrategias fisioldgicas que permiten enfrentar periodos largos de estrés (Wingfield,
2005). Establecer el vinculo entre estos cambios conductuales, las condiciones
ambientales y los sucesos reproductivos es clave para determinar las condiciones en las
cuales los individuos son capaces de alterar su comportamiento y saber si en efecto esta

plasticidad es adaptativa (Williams, 2013; Artman, Sutherland, & Downhower, 2001).

En respuesta a variaciones ambientales, muchos organismos muestran plasticidad
fenotipica (Pligliucci 2005; Hendry, Farrugia, & Kinnison 2008; Chevin & Lande 2011)
en el espacio ocupado (e.g., Kolowski & Holekamp 2009) o en el tiempo destinado a
explorar (e.g., Rode, Farley, Fortin & Robinss 2006; Slabbekoorn & Ripmeester 2008;).
Estas modificaciones podrian depender tanto de la demandas internas y externas del
organismo (i.e., carga alostitica) como también de los mecanismos fisiologicos
subyacentes (Réale ef al., 2007), que bajo diferentes condiciones ambientales, pueden
favorecer ciertos rasgos del fenotipo para aumentar la adecuacion biologica (Love &
Williams 2008; Angelier & Chastel 2009). Desde esta mirada, cabe preguntarse como
los niveles de corticosterona pueden estar regulando el compromiso entre los rasgos de
la historia de vida, los genes y el medio ambiente. Para esclarecer esta relacién, algunas

investigaciones han mostrado que los niveles de corticosterona y el fenotipo de un




individuo, rasgos inter-poblacionales e intra-poblacionales, varfan en grados de
plasticidad dependiendo de la especie y contexto ambiental (e.g., Quispe e al. 2009, van
Dongen et al. 2010, Dingemanse et al., 2002, Koolhaas ef al. 1999, Korte et al. 2005,
Lendvai ef al. 2011). Sin embargo, los métodos de estudio utilizados (e.g., experimentos
de campo abierto o de ambientes nuevos, andlisis de la inmovilidad ténica, utilizando
prucbas de aproximaciéon por humanos y otros que buscan medir las conductas
exploratorias; véase e.g., Martins ef al., 2007; Dingemanse & Goede., 2004; Jonas 1996;
Koolhaas et al., 1999; Cockrem 2007) han sido incapaces de evaluar el grado de
plasticidad dentro y entre contextos conductuales (e.g., forrajeo, canto, cuidado parental
en diferentes épocas de la historia de vida) ya que no consideran los aspectos

multivariados del comportamiento y/o de las respuestas fisiologicas.

Segiin lo anterior, la mayoria de las investigaciones que se han llevado a cabo en esta
drea han manipulado las concentraciones de corticosterona en el individuo (e.g.,
implantes o ingesta de hormonas, Lohmus et tal 2006; Breuner et al 1998). Por otro
lado, los pocos estudios que han conseguido evaluar la respuesta al estrés y los tipos de
conductas lo han hecho con animales en cautiverio (véase Silverin 1998; Lynn ef af
2003; Stowe et al, 2010). Esto es un factor relevante si consideramos que el medio
ambiente, puede tener efectos en los diferentes niveles del fenotipo de un individuo (ie.,
rasgos genéticos, rasgos neuroendocrinos, rasgos morfolégicos, rasgos conductuales y
rasgos funcionales.) (Henderson, 1990; Wagner, 1996; Reale ef al, 2007). Por esta

!
razén, para evitar este sesgo, en el presente trabajo se propone estudiar la conducta y

estrés de captura en los individuos de vida libre de la especie Zonotrichia capensis, con




el fin de estudiar un protocolo que permita analizar los rasgos conductuales y la
respuesta adrenocortical en vida libre, de manera homogénea. Idealmente, un protocolo
de campo adecuado deberia permitir evaluar la conducta y estrés fisioldgico con una
minima influencia sobre los animales, en particular considerando que el protocolo de
captura y manipulacién desarrollado por Wingfield (véase Wingfield 1994) involucra
tomas de muestras de sangre a distintos tiempos en animales silvestres con el fin de
evaluar la sensibilidad y respuesta del eje HPA frente a un cuadro de estrés (Wingfield,
1983). Sin embargo, en animales de vida libre, no existe un protocolo estandarizado que

involucre evaluaciones de campo de conducta y estrés en un mismo disefio experimental.

En primera instancia, se podria suponer que el procedimiento realizado para medir estrés
(ie., puncién de la vena alar; véase metodologia) podria afectar la conducta. Sin
embargo, debemos recordar que el solo hecho de capturar y manipular al individuo
(antes de las extracciones de sangre) constituye un evento estresante (véase e.g.,
Wingfield, 1994). Por lo tanio, aplicando el mismo disefio experimental para las
estaciones reproductivas y no reproductivas, se puede evaluar cdmo cambia la conducta
exploratoria frente al mismo factor de estrés y observar si existe alguna relacion con la
respuesta adrenocortical. Un protocolo adecuado para este tipo de investigaciones, seria
una contribucién relevante en estudios comportamentales, fisiolégicos y con fines de
conservacién y manejo de especies silvestres. En esta tesis se propone comparar dos
protocolos con diferenciacién temporal de las evaluaciones fisiologicas sobre estrés y

comportamentales, con el fin de propomer un protocolo homogéneo para estudios

futuros.




1.1 Hipdtesis
En este trabajo se plantean las siguientes hipotesis:

I. Sila extraccion de sangre afecta el comportamiento, se deberfa observar que las
conductas de exploracion de los individuos de Zownotrichia capensis, mostrarin
diferencias segiin el orden cronoldgico en el cual se aplican los procedimientos
(secuencia (i) protocolo de estrés — conducta exploratoria, en comparacién a

secuencia (ii) conducta exploratoria — protocolo de estrés).

II. Los niveles de glucocorticoides en época reproductiva serdn mas altos que los
niveles analizados en la época no reproductiva. Si la conducta exploratoria estd
relacionada con la respuesta adrenocortical, entonces el fenotipo conductual de los

individuos también presentara diferencias significativas entre estaciones.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Evaluar si el estudio fisiologico del estrés afecta el estudio del comportamiento en un
mismo conjunto de animales, y a su vez evaluar como este analisis comportamental

interviene en la respuesta adrenocortical.




1.2.2 Objetivos especificos

a) Describir como cambian los niveles de corticosterona bajo el protocolo de estrés de
captura y manipulacién cuando este protocolo se realiza (i) antes y (ii) después del

experimento conductual.

b) Describir la conducta exploratoria cuando los experimentos son realizados antes y

después del protocolo de estrés.

¢) Comparar la respuesta adrenocortical entre estaciones (reproductivas y no-

reproductiva).

d) Comparar la conducta de exploracién entre estaciones (reproductivas y no-

reproductiva).




2. Materiales y métodos

2.1 Sitio de estudio

Los ejemplares fueron capturados dentro de las zonas resguardada por la “Asociacion
Parque Cordillera”, en las localidades de Cantalao (33°27°45” S; 70° 30°40” O; 978 m
s.nm.), y Aguas de Ramén (33° 26" 00.90” S; 70° 31 06.76 O; 835 m s.n.m), ambos

sitios estdn separados por 3 km, por lo cual constituyen una tinica poblacion ecologica.

La pre cordillera de Santiago forman parte de Chile Central, zona con un tipo de clima
mediterraneo (di Castri & Hajek, 1976) con una marcada estacionalidad tanto en las
temperaturas como en las precipitaciones. De acuerdo a Gajardo (1994), la vegetacion
del pic de monte de Santiago corresponde a las formaciones denominadas matorral
escleréfilo andino y bosque escleréfilo de la precordillera andina. A su vez, estas
formaciones pertenecen respectivamente a las regiones ecolégicas de la estepa alto

andina y del matorral y bosque esclerdfilo, respectivamente.




2.2 Captura

Cincuenta y seis ejemplares de la especie fueron estudiados durante el afio 2011,

Veintinueve en época no reproductiva (Abril- Mayo, 20 machos y 9 hembras) y

veintiséis en época reproductiva (Agosto- Octubre, 23 machos y 3 hembras). Los

chincoles fueron capturados utilizando redes nieblas y atraccidn con emision de

grabaciones de con-especificos.

2.3 Disefio experimental

Luego de las capturas, aleatoriamente los individuos fueron sometidos a dos

tratamientos (véase Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos experimentales segin época reproductiva y no-reproductiva. Grupo A: Individuos
sometidos al protocolo de estrés y luego al experimento de exploracién (N=29). Grupo B: Individuos
sometidos primeramente al experimento de exploracién y luego al protocolo de estrés (N= 26).

Septiembre)

ﬁpoca Grupo A Grupo B
Reproductiva (Abril-Mayo) | N=12 N=14
No Reproductiva (Agosto- | N=17 N=12




2.3.1 Grupo A '

A todos los animales de este grupo se les aplicd la secuencia de evaluaciéon, con la
extraccién de muestras para evaluacion de stress primero (protocolo de estrés), para

luego proceder al experimento de evaluacién conductual (experimento de exploracién).
Protocolo de estrés:

Para determinar la sensibilidad adrenocortical, después de la captura, una primera
muestra de sangre fue tomada dentro de los 3 primeros minutos puncionando la vena
alar con una aguja y colectando entre 40 y 70 pl de sangre en microtubos heparinizados
para tener una medida del nivel de circulacién basal de la hormona. La concentracion de
corticosterona sanguinea aumenta luego de algunos minutos bajo condiciones de estrés,
por lo cual, numerosos estudios hasta la fecha indican que dentro de los 3 primeros
minutos después de la captura la concentracién es representativa de la concentracién
basal (véase Wingfield, Smith & Farner, 1982; Kitaysky, Wingfield & Piatt, 1999).
Terminada la primera extraccién, las aves fueron colocadas en bolsas de género y
sacadas nuevamente a los 15 y 30 minutos siguientes para repetir el procedimiento.

Finalmente, luego de 5 minutos, el espécimen fue ingresado a la jaula de exploracion.

Experimento de exploracion:

Para caracterizar la conducta exploratoria, se utilizé un aviario experimental (270 cm de
longitud x 150 cm de ancho x 150 cm de alto). Al terminar el protocolo de extraccion de
sangre, los animales ingresaron al aviario y fueron ubicados en una pequefia jaula de

aclimatacién (20 x 30 cm) ubicada en una esquina del aviario.
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Luego de 5 minutos la lona que cubre la jaula de aclimatacion, fue retirada para
registrar durante otros 10 minutos las conductas del individuo. Las conductas fueron

grabadas por el observador. (Grabadora Olympus modelo VN-960PC) (véase figura 1).

2.3.2Grupo B

Este grupo sigui6é una secuencia inversa al grupo A, es decir, primero se les realizé el
experimento conductual (experimento de exploracién), luego del cual, se realiz6 el

protocolo de toma de muestras de sangre para evaluar estrés.

Experimento de exploracién:

Luego de ser capturadas con redes niebla, las aves inmediatamente fueron trasladadas
al aviario (270 c¢m de longitud x 150 ¢cm de ancho x 150 cm de alto). Todos los
animales tuvieron 5 minutos de aclimatacién en una jaula cubierta dentro del aviario
experimental. Al finalizar la aclimatacién, durante 10 minutos, las conductas fueron

grabadas por el observador (grabadora Olympus modelo VN-960PC).

Protocolo de estrés:

Cinco minutos después del experimento de exploracién, utilizando el mismo
procedimiento del grupo A, se obtuvieron tres muestras de sangre (ie., 0-3, 15 y 30

minutos).

11




Es importante destacar que el protocolo de estrés, en la mayoria de las especies
estudiadas hasta la fecha, no ha debilitado a las aves en ningin aspecto, razén por la
cual es una herramienta muy eficaz para monitorear y evaluar las respuestas de estrés en

poblaciones de vida libre (Wingfield, 1994; Wingfield & Ramenofsky, 1999).

Figura 1. Aviario para evaluacion de conducta exploratoria. La jaula se encuentra provista de 5 paredes y
4 perchas. Para registrar Ia posicion del individuo, el suelo se dividi6 en 9 cuadrantes.

2.4 Andlisis de corticosterona

Los micro-tubos con las muestras de sangre fueron centrifugados (9000 g durante 5 min)
dentro de las primeras 6 horas de extraccién para separar los diferentes componentes
sanguineos. Con una jeringa de 100 pl se extrajo el plasma y se almacend en tubos
Eppendorf, los cuales luego de ser etiquetados se refrigeraron a -20°C. Una vez
finalizado el trabajo de campo, las muestras fueron enviadas en un contenedor con hielo
seco a la Universidad de California, Davis, Estados Unidos, al laboratorio del Dr. John
C. Wingfield, Ingar en donde se llevaron a cabo los radioimunoensayos para determinar

las concentraciones plasmaticas de la hormona glucocorticosterona.
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2.5 Andlisis conductual

Las grabaciones de audio sobre el registro conductual de los animales obtenidas en el
aviario fueron analizadas con el programa JWatcher V.1.0 (Macquarie University and
UCLA, Australia), el cual permitié obtener la frecuencia y duracién de las conductas

registradas. Para el analisis, las siguientes variables dependientes fueron consideradas:

-Latencia; Tiempo que tarda el individuo en entrar al aviario experimental desde el

sector de aclimatacion.

-Frecuencia relativa: Ntimero de veces que el individuo salta, vuela y utiliza las perchas

en relacidn al total de conductas realizadas.

-Tiempo relativo: Tiempo que el individuo invierte en las conductas de movimiento y
observacién (ie., saltar, volar y percharse) en relacién al tiempo total del experimento
(ie., 10 minutos). Dado que el salto es una conducta discreta registrada a partir de la
frecuencia, para calcular el tiempo se utilizé un factor de conversion estandar, el cual
corresponde 301 ms/salto. Esto es el tiempo que invierte el individuo por cada salto

realizado

-Diversidad de exploracién: Niimero de veces que visita cada cuadrante, pared o percha,
obtenido con el indice de diversidad de Shannon (véase Midermann et al. 2009, Van

Dongen et al. 2010).
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2.6 Determinacion del sexo

Considerando que Z capensis no presenta dimorfismo sexual aparente, y dado que las
caracteristica asociadas al desarrollo de la cloaca en machos solamente se presenta en
época reproductiva, fue nccesario complementar el sexado utilizando técnicas
moleculares. Este procedimiento se realizé en el laboratorio de Ecologfa Molecular de la
Universidad de Chile a cargo de la tesista de doctorado Yanina Poblete y del Dr. Elie
Poulin. Para la extraccion de ADN desde las tarjetas FTA, se utilizo un kit de extraccion
marca QIAGEN (Inc., Valencia, CA). Luego, con cadenas de polimerasa (PCR), se
amplificé el gen CHD-W (unico en hembras) y CHD-Z (en ambos sexos). Los
partidores utilizados fueron P2 (5>-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") y P8 (5'-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3") descritos por Griffith (1998). La reaccién 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
MILIQ y 0,3 ul de Ampli Taq (Invitrogen, Brasil). Los ciclos de reacciones en cl
termociclador consisticron 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
activacién), 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 despues de los
ensayos de PCR fueron cuantificados por comparacion utilizando un marcador de ADN

a través de electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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2.7 Andlisis estadistico

Para realizar los analisis estadisticos se utilizé el software statistica 7. A todos los datos
se les realizé pruebas de normalidad (ie., test de Kolmogorov Smirnov & Shapiro-
Wilks) y de homogeneidad de varianza (i.e., test de Levene). Cuando una variable no
presentaba distribucién normal, los datos fueron transformados y normalizados
(utilizando transformaciones como, VX o logaritmo natural) con el fin de seguir
utilizando la estadistica paramétrica y modelos lineales (GLM). En los casos en que la
prueba estadistica correspondia a un anélisis de varianza de medidas repetidas, los datos

ademas fueron evaluados para el supuesto de esfericidad.

Para evaluar el efecto global entre el comportamiento y los niveles de corticosterona, se
utilizaron Andevas multivariados (MANOVA). Estos incluyeron las variables
conductuales, los niveles basales de corticosterona (i.e., concentracién registrada en la
primera extraccién de sangre, t1) y los niveles integrados de corticosterona, que
corresponden al delta entre las concentraciones de estrés inducido (2 y t3) y las

conceniraciones basales (t1).
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3. Resultados

3.1 Corticosterona

Los niveles de corticosterona se vieron afectados significativamente por la estacién y los
grupos experimentales (véase figura 2). Dentro de este analisis el sexo no tuvo efecto en

los tratamientos (Andeva, sexo: F=0,0059; gl=1; p=0,94).
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Figura 2. Concentraciones de corticosterona (media :: E.E; ug/ml) en funcion del tiempo de captura (t1: 0-
3 min, t2: 15 min, t3: 30 min). I) Curva de estrés durante la época no-reproductiva (N.R-), II) Curva de
estrés durante la época reproductiva (R-). A y B corresponde al tipo de tratamiento realizado por los

individuos.
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Efecto de la estacion en la respuesta al estrés

Aunque no hubo diferencias en la respuesta adrenocortical de los individuos (Andeva de
medida repetidas; tiempo*época: F=1,23; gl=2; p>0,296), los niveles de corticosterona
fueron significativamente diferentes entre estaciones (Andeva de medidas repetidas;
época: F=83,64; gl=1; p<0,00001). EI grupo A, sometido al protocolo de estrés y
posteriormente al experimento de exploracidn, presentd mayores concentraciones
durante la época reproductiva. Por otro lado, el nivel de corticosterona del grupo B,
sometido al experimento de exploracién y posteriormente al protocolo de estrés, fue
mayor en época reproductiva, solo a los 30 minutos del experimento (test de Tukey,

p<0,05) ( véase figura. 2).

Efecto de los tratamientos en la respuesta al estrés

El orden temporal de tratamientos experimentales tuvo un efecto significativo sobre la
respuesta adrenocortical al estrés (Andeva de medidas repetidas; tiempo*grupo;
F=74,05; gl=2; p<0,00001). Luego de transcurrir el tiempo de captura, los individuos
del grupo A presentaron un aumento significativo de las concentraciones de
corticosterona. Por el contrario, el grupo B present6é un nivel de estrés sostenido que
estuvo muy por encima de la concentracion basal (test de Tukey, p<0,001) (véase figura

2).
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Nivel integrado de corticosterona

Al analizar la corticosterona integrada (i.e., nivel de circulacion en t2 y t3), es posible
observar como los individuos presentaron concentraciones mayores durante la época de
apareamiento (Andeva: F=20,094; gl=1; p<0,0001) (véase figura 3). Esta diferencia no
se encontrd entre los grupos (Andeva: F=3,68; gl=1; p=0,06), ni entre los sexos

(Andeva; F=0,62; gl=1; p=0,43).
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Figura 3. Niveles de corticosterona integrada (media = E.E, ug/ml). El Andeva compar6 los niveles de
corticosterona integrada entre estaciones (i.e., E.NR= Epoca No reproductiva, rectngulo negro; ER =
Epoca reproductiva, rectangulo blanco) y entre grupos (i.e., A y B). Un asterisco (¥) indica diferencias
significativas entre épocas. Dos asteriscos (**) indican diferencias significativas entre ¢pocas y grupos
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3.2 Respuesta conductual en relacion a los niveles de corticosterona

Analisis multivariado de la frecuencia relativa

Al analizar la frecuencia relativa de las conductas de exploracion (i.e., frecuencia de
salto, perchado y vuelo) asociada a los niveles basales y lo niveles de estrés integrado,
es posible notar un efecto global de las épocas (i.e. Reproductiva y No Reproductiva) y
los grupos (véase tabla 2). Dentro de este anilisis, el sexo no tuvo efecto significativo

(Andeva, sexo: Wilks=0,82; F=1,90; gl=5; p=0,1 I).

Tabla 2. MANOVA de los efectos de la Epoca, los tratamientos (i.e., Grupo A y B) y su interaccién en el
estrés y la frecuencia de las conductas.

EFECTO Wilks® Lambda F gl P
EPOCA 0,457405 12,75 4 0,000001
GRUPO 0,226230 36,77 4 0,000001

EPOCA*GRUPO 0,788141 2,89 4 0,033241

Analisis univariado de la frecuencia relativa de cada conducta

Salto:

Los individuos capturados en época de apareamiento ufilizaron la conducta de salto un
18% mas que sus conespecificos en estacion no reproductiva (Andeva, época: F=6,8; gl=
1; p<0,05). Por otro lado, aun cuando el efecto es marginal (Andeva, época*Grupo:
F=3,8; gl=1 p= 0,057). es posible notar que los individuos del grupo B presentan
menores porcentajes de saltos en la estacién no reproductiva, en relacion 2 los

individuos del grupo A (véase figura 4).
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Vuelo:

En época no reproductiva los individuos presentaron mayores frecuencias de vuelo
(Andeva, época: F=4,6; gl=1; p <0,05). Estas diferencias se gencran principalmente por
los animales del grupo B, quienes volaron 17% maés (Andeva, época*grupo: F=5,9; gl=
1; p<0,05; Tukey p<0,005) que los individuos capturados en época reproductiva (véase

figura 4).
Perchado:

Los chincoles utilizaron las perchas 8,8% més en la estacion no reproductiva (Andeva,

época: F=10,33; gl=1; p<0,005). (véase figura 4)
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Figura 4 Frecuencia relativa de las conductas (Media + E.E). El Andeva comparé las conductas de vuelo
(V); Perchado (P) y Salto (S) entre estaciones (i.e. 1 Epoca reproductiva; I Epoca no reproductiva) y entre
grupos (i.e. A y B). Un asterisco (*) indica diferencias significativas entre épocas. Dos asteriscos (**)
indican diferencias significativas entre épocas y grupos.
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Analisis multivariado del tiempo relativo

Al analizar el tiempo relativo de las conductas de exploracién (ie., tiempo de salto,
perchado y vuelo) asociada a los niveles basales y lo niveles de estrés integrado, es
posible notar un efecto global de las épocas (i.e., Reproductiva y No Reproductiva) y los
grupos (véase tabla 3). Dentro de este andlisis, el sexo no tuvo efecto significativo

(Andeva, sexo: Wilks =0,81; F=1,99; gl=5; p=0,09).

Tabla 3. MANOVA de los efectos de la Epoca, los tratamientos (i.e., Grupo A y B) y su interaccién en el
estrés y el tiempo de las conductas.

Wilks®
EFECTO Lambda F df P
EPOCA 0,413195 15,2668 4 < 0,000001
GRUPO 0,205197 41,6386 4 < {},000001
EPOCA*GRUPO 0,736009 3,8558 4 < 0,000001

Andlisis univariado del tiempo relativo de cada conducta
Salto

En la figura 5 es posible observar diferencias marginalmente significativas (Andeva,
época: F=3,8; gl=1; p=0,057). El tiempo de salto utilizado por los individuos capturados
en época de apareamiento fue en promedio 3% mds que en €poca no reproductiva. El

grupo no tuvo un efecto significativo (Andeva, época: F=3,78; gl=1; p=0,95)
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Vuelo

La época y el grupo tuvieron un efecto significativo en el tiempo de vuelo (Andeva,
época* grupo: F=10,5; gl=1 p<0,005). Los individuos del grupo B, si bien con
diferencias marginalmente significativas (Tukey, p = 0,07), registraron menores tiempos

durante la estacién reproductiva.
Perchado:

Durante la época no reproductiva, los chincoles permanecieron perchados 7,8% veces
mas que en época reproductiva (Andeva, época: F=11,1; gl=1; p<0,008). El grupo no
tuvo un efecto significativo sobre esta conducta (Andeva, grupo: F=0,001; gl=1; p

=0,97)
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Figura 5 Tiempo relativo de las conductas (Media + E.E). El Andeva comparo las conductas de vuelo
(V); Perchado (P) y Salto (S) entre estaciones (i.e. [ = Epoca reproductiva; I1 = Epoca no reproductiva) y
entre grupos (i.e., A y B). Un asterisco (*) indica diferencias significativas entre épocas. Dos asteriscos
(**) indican diferencias significativas entre épocas y grupos.
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Andlisis multivariado de la diversidad

Al analizar la diversidad en la utilizacién del espacio de la jaula experimental (i.e, indice
de Shannon, véase metodologia), asociada a los niveles basales y lo niveles de estrés
integrado, es posible notar un efecto global de las épocas (ie., Reproductiva y No
Reproductiva) y los grupos (véase tabla 4). Dentro de este andlisis, el sexo no tuvo

efecto significativo (Andeva, sexo: Wilks = 0,81; F=1,99; gl=5; p=0,09).

Tabla 4. MANOVA de los efectos de la Epoca, los tratamientos (i.e. Grupo A y B) y su interaccién en
el estrés y la diversidad.

Wilks
EFECTO Lambda F _gf P
EPOCA 0,385635 22,835 3| P<0,00001
GRUPO 0.232110 47,419 3| P<0,00001
EPOCA*GRUPO 0,882237 1,613 3 0,141719

Analisis univariado de la diversidad

Espacio utilizado sobre el suelo:

Si analizamos el espacio utilizado sobre el suelo, es posible observar que durante la
época no reproductiva, ocuparon una mayor cantidad de zonas de perchado (Andeva,

época: F=14,8; gl=1, p<0,0005). (véase figura 6, H-A)
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Espacio utilizado en el suelo:

Si bien con una diferencia estadistica marginal (Andeva, época: F=3,55; gl=1, p=0,065),

los individuos de la época de apareamiento visitaron una mayor cantidad de cuadrantes

deniro de la arena experimental (véase fig. 6, H-S).
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Figura 6. Diversidad del espacio ocupado (Media + EE). H-A: Diversidad en la utilizacion de! espacio
sobre el suelo del aviario, H-S: Diversidad en Ia utilizacién del espacio en el suelo del aviario. E1 Andeva
comparé las conductas entre estaciones (i.e. E.R: Epoca reproductiva; E.NR: Epoca no reproductiva) entre
grupos (i.e., A y B). Un asterisco (*) indica diferencias significativas entre épocas. Dos asteriscos (**)
indican diferencias significativas entre épocas y grupos.
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4, Discusion

4.1 Efecto de la época en la Respuesta adrenocortical

En nuestro estudio la época tuvo un efecto significativo en los niveles de corticosterona.
Tanto los niveles basales de las muestras colectadas inmediatamente después de la
captura (i.e., Grupo A, 0-3 min), como los niveles de estrés inducido (i.e., Grupo A,
protocolo de estrés-experimento de exploracion, 15-30 min; Grupo B, experimento de
exploracion-protocolo de estrés, 0-30 min) y el nivel integrado de corticosterona (véase
figura 3), presentaron mayores concentraciones de la hormona en €poca reproductiva. Si
consideramos que el proceso de apareamiento es un periodo de alta demanda energética,
sobre todo por el estrés que producen el cuidado parental (Brock 1991; Wingfield ez al.,
1995; Békony et al 2009) y los conflictos sociales (Wingfield and Ramenofsky, 1999),
es razonable pensar que existan mecanismos de regulacién para evitar altos niveles de
glucocorticoides, los cuales producen un incremento de la gluconeogenesis, supresion
del sistema inmune, pérdida de masa muscular, mal funcionamiento de células
neuronales, y aparicién de conductas de escape, entre otros, que pueden llegar a
interrumpir la reproduccién (e.g., Wingfield & Ramenofsky, 1999; Sapolsky et al.,
2000; Wingfield & Romero, 2000; Dhabhar, 2002; Wingfield, 2003). Sin embargo, la
evidencia indica que no existe un tmico mecanismo adaptativo para esta via fisiologica.
Por ejemplo, mientras que algunos trabajos entre poblaciones revelarfan la existencia de

mecanismos de supresion adrenocortical, los cuales estarfan presentes en especies que
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suelen reproducirse en ambientes extremos de altas latitudes (Silverin, 1997; O Reilly
& Wingfield, 2001; Wilson & Holberton, 2004), otras investigaciones en ambientes
alpinos, habrian encontrado que algunas poblaciones de aves como Zonotrichia
capensis y Junco hyemalis, no modificarian su respuesta adrenocortical (Gutiérrez
2012; Bear & Smith, 2003). Incluso, en este tipo de ambientes, existirian paseriformes
como Leucosticte lephrocotis y Zonotrichia leucophrys, que por el contrario, serfan
capaces de aumentar sus concentraciones en épocas de apareamiento (Richardson &
Wingfield, 2001, Unién Americana de Ormnitologos, datos no publicados; Addis et al.
2011). Estas especies que migran altitudinalmente, durante perturbaciones ambientales
(e.g., tormentas y/o eventos de depredacién), pueden verse favorecidas con altas
concentraciones de glucocorticoides, hormona que puede gatillar conductas de escape a
zonas de baja altitud para aumentar las probabilidades de sobrevivencia (Silverin, 1986;
Wingfield et al., 1983; Wingfield & Ramenofsky, 1997; Wingfield & Silverin, 1986,
Breuner et al., 2003). Por lo tanto las investigaciones sugicren que los mecanismos de
regulacion adrenocortical se encuentran directamente relacionados tanto con la demanda
energética propia del ciclo de vida del individuo, como también con la estabilidad del
ambiente (e.g., radiacién, velocidad del viento, duracion de eventos reproductivos,
disponibilidad de comida, temperaturas, precipitaciones entre otros). Estudios previos ya
han sugerido que los niveles de corticosterona en la sangre podrfan ser una herramienta
util para evaluar las condiciones fisiologicas del organismo y asi evaluar la calidad del

ambiente para los animales que viven en determinados nichos ecoldgicos (Marra &

Holberton, 1999).




Desde un punto de vista tedrico, estos mecanismos que regulan tanto aspectos
fisiolégicos como conductuales, pueden ser explicados bajo un nuevo concepto de
estrés, la “alostasis®, es decir, la estabilidad del organismo a traves del cambio (sensu
Wingfield, 2005; McEwen & Wingfield, 2003). Si consideramos que las especies
necesitan una cantidad finita de energia, entonces es posible distinguir ciertos
requerimientos que permiten que los organismos funcionen y que a su vez encuentren,
procesen y asimilen, el alimento en condiciones ideales. Cuando esta demanda basica de
energia (i.e., carga alostatica) no es compensada por ¢l ambiente, entonces se impulsan
respuestas de emergencia reguladas por altos niveles de glucocorticoides, que buscan
reducir la carga alosttica y aumentar las probabilidades de sobrevivencia del organismo
(Wingfield, 2005). Bajo este marco conceptual, nuestros resultados (véase figura 2 y 3)
podrian estar directamente asociados a la estabilidad ambiental en la que viven las
poblaciones precordilleranas de Z capensis (ie., clima mediterraneo y estaciones
reproductivas largas), en donde no se justificaria un mecanismo de supresion
adrenocortical que impida desistir del evento reproductivo frente a una perturbacion

(e.g., abandono del nido; véase Artman, Sutherland & Downhower 2001).
4.2 Protocolo de estrés y experimentos de exploracion

Al observar la respuesta adrenocortical del grupo A (ie., protocolo de estrés-
experimento de exploracién), notamos que las poblaciones de chincoles, luego de los
30 minutos de captura, alcanzan concentraciones méximas de corticosterona (véase

figura 2), las cuales no difieren significativamente de los niveles sostenidos encontrados

en el grupo B (experimento de exploracién-protocolo de estrés). De igual forma, los




niveles integrados de corticosterona no presentaron diferencias significativas entre los
grupos experimentales (véase figura 3), lo que implicaria que los maximos registrados
en esta investigacion, corresponden a la respuesta fisiolégica real de la poblacion frente
a una situacion de estrés que se sostiene en el tiempo (i.e., en vida libre). Caracterizar la
respuesta adrenocortical es esencial para estudiar correctamente los efectos fisiologicos
y conductuales que pueden tener los glucocorticoides en el organismo (McEwen &
Wingfield 2003). Si observamos la curva de estrés (véase figura 2}, podemos distinguir
dos puntos que biolégicamente corresponden a estados diferentes del individuo. Por un
lado, tenemos las concentraciones basales que registran el estrés en vida libre del
individuo (i.e., t1 del grupo A, protocolo de estrés-experimento de exploracién en Figura
2), v por otro lado, tenemos niveles de estrés inducido, que dan cuenta de las
fluctuaciones que sufren ciertos mediadores alostéticos (e.g., glucocorticoides) cuando el
individuo es capturado y manipulado (i.e. t2 y t3 del grupo A, protocolo de estrés-
experimento de exploracion; t1,t2 y t3 del grupo B, experimento de exploracion-

protocolo de estrés).

La mayoria de las investigaciones en el é4rea, se han enfocado en manipular
artificialmente las concentraciones de corticosterona (Gray et al 1990; Pravosudov
2003; Martins et al 2007), con el objetivo de evaluar el comportamiento del individuo
frente a una situacién de estrés (e.g., forrajeo, exploracion, respuesta a estimulos
depredatorios, entre otros). Dicho procedimiento trae consigo problemas metodolégicos
a la hora de hacer una correcta interpretacién de los resultados, ya que si bien, la

implantacién no afecta permanentemente al organismo, es posible identificar tres
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problemas en el disefio: 1) El solo hecho de manipular al individuo provoca un
incremento end6geno en los niveles de corticosterona, 2) Para evaluar el efecto que tiene
el implante, es necesario esperar un par de horas, por ende el investigador no puede
estudiar el efecto inmediato de la hormona, v 3) los implantes no pueden simular el
funcionamiento del sistema endocrino, en otras palabras, los individuos implantados
tendran respuestas adrenocorticales diferentes que los individuos en vida libre (Breuner
et al 1998; Lohmus et al 2006). Breuner et al. (1998) propuso un método alternativo y
menos invasivo para evaluar el aumento de las concentraciones de corticosterona, el cual
consiste en alimentar a los individuos con gusanos (Tenebrio molitor) inyectados ya con
la hormona. Sin embargo, estudiar a los animales en cautiverio, es un sesgo por si
mismo, ya que los estados de emergencia de Ia historia de vida de un individuo (véase
seccién anterior), son complejos y posiblemente llevan consigo componentes
fisiolégicos (e.g., niveles de glucocorticoides) y conductuales (e.g., rasgos de la
personalidad), que dificultan en gran medida el estudio de los organismos en ambientes

no naturales (Wingfield et al. 2005; Korte et al. 2003).

De acuerdo a lo anterior, es posible sugerir que las conductas analizadas del grupo A
(ie., protocolo de estrés-experimento de exploracion), pueden dar una sefial de cdmo los
animales actuan en respuesta a una situacién de estrés real, y ver si esta respucsta
pudiese estar relacionada con los estados de emergencia que se desencadenan cuando la
carga alostdtica se eleva y en consecuencia, los niveles de glucocorticoides aumentan
(véase seccién anterior). Por otro lado, las diferencias inherentes al ciclo de vida normal

de los individuos, que se encuentra fisiolégicamente representada por el nivel basal de
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los glucocorticoides (i.e., primera medida del grupo A, protocolo de estrés-experimento
de exploracién), nos permite interpretar los resultado; obtenidos del grupo B (ie.,
experimento de exploracién-protocolo de estrés). Asi mismo, los 15 minutos de
experimento conductual en el grupo B (i.e. experimento de exploracion-protocolo de
estrés), podrian dar una sefial del comportamiento asociado al fenémeno de exploracién
de un animal silvestre, sobre todo porque algunos estudios han sugerido que el estrés

viene acompariado de cambios conductuales y fisiolégicos en tiempos muy acotados

(e.g., Orchinik ef al, 1991; Breuner et al, 1998; Lohmus et al 2006; Wingfield 2005).

Por lo tanto, investigaciones integrativas que incluyen evaluaciones de estrés fisiologico
de corto plazo y andlisis conductuales u otros, deberfan focalizarse en tomar las muestras
de sangre para estrés como primera etapa, y posteriormente realizar otras mediciones, ya
sean conductuales o de otro tipo, enfocadas a capturar el comportamiento en situaciones
de emergencia. Ademds, las comparaciones entre variables conductuales deberian ser
utilizadas inicamente para comparar entre tratamientos y/o poblaciones, con un mismo
disefio experimental, ya que el protocolo de evaluacién de estrés podria afectar los

resultados.
4.3 Estrés y conducta

Al igual que los aspectos fisiologicos estudiados (ie., glucocorticoides), la relacion
entre las concentraciones de la hormona y las variables conductuales, también
mostraron diferencias significativas (i.e., vuelo, salto y perchado, véase tabla 2 y 3).

Estas pruebas fueron complementadas con anlisis univariados, en donde si bien,
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algunos tests a posteriori fueron marginalmente significativos. Estas diferencias podrian
acentuarse con un tamafio muestral mas grande, ya que el disefio en si, implica
subdividir los tratamientos y en consecuencia, disminuir el poder estadistico del anélisis
(i.e., aumentar error de tipo II). Por otro lado, dado que el salto es una conducta discreta,
para calcular el tiempo relativo, los datos fueron transformados, para luego determinar
el valor en relacién al tiempo en el que trascurre el experimento (i.e., 10 minutos, véase
Métodos), por lo cual las diferencias entre el nimero total de conductas realizadas (i.e.,
N° de eventos), que varian entre individuos, y el tiempo estdndar en el cual se pueden
desarrollar las conductas (ie., 10 minutos), podrian ser la causa de las discrepancia
encontrada en los resultados para la frecuencia relativa (i.e., diferencias significativas,
véase figura 3) v el tiempo relativo de la conducta de salto (ie, diferencias
marginalmente significativas, véase Figura 4). Aun asi, los ejemplares del grupo B
durante la época reproductiva, tuvieron conductas con tendencias al aumento (e.g., en

salto) y conductas que decrecieron en tiempo y frecuencia (e.g., en vuelo y perchado).

Algunos estudios sugieren que el tiempo de reaccién del individuo, en relacion a los
niveles de estrés, depende de dos mecanismos de accion, a) la actividad en los receptores
neuronales de la membrana celular, los que regulan efectos de accidn répida, luego de
unos pocos minutos (8-15 minutos), y b) la actividad en los receptores gendmicos
intracelulares, los que regulan efectos de accién lenta, luego de 30 minutos (véase
Breuner et al., 2003; Lohmus et al., 2006). Por lo tanto, si queremos interpretar

correctamente los resultados de exploracién, es necesario  considerar el fenotipo

conductual observado. En trabajos previos, el incremento de glucocorticoides ha




impulsado un aumento en las conductas de salto (e.g., Breuner ez al, 1998) y en las
conductas de forrajeo (e.g., Lohmus, 2006), actividades que estarfan reguladas por
receptores intracelulares (Landys ef al., 2004). De acuerdo a lo anterior, es posible que
los chincoles del grupo B (i.e., experimento de exploracién-protocolo de estrés) durante
la época reproductiva, inviertan mas tiempo en las conductas de salto con el fin de
explorar el territorio y conseguir alimento que compense ¢l gasto energético propio de la
temporada (Pravosudov 2003). Segin Lohmus (2006) las diferencias encontradas entre
épocas (i.e., conductuales y fisiologicas) pueden ser explicadas por la relacién que

existe entre la respuesta adrenocortical y la variable estacional (i.e., época reproductiva).

Es importante mencionar que en otros animales (e.g., ratas y anfibios) las respuestas
conductuales (e.g., tiempo de locomoci6n, incremento en el nimero de ataques, y la
inhibicién de conductas reproductivas) fueron modificadas luego de transcurrir 8
minutos del tratamiento de corticosterona (Sandi et al., 1996; Orchinik ef al., 1991;
Haller ef al., 1997). Por lo tanto, para hacer una correcta descripcion de las especies, es
necesario realizar mas investigaciones que determinen los tiempos que transcurren enire

el incremento de corticosterona y las modificacion del fenotipo conductual.

Con respecto al vuelo, si bien no existen datos asociados al tiempo de reaccién frente a
un factor de esirés, algunas investigaciones han determinado que dicha conducta
representa un gran gasto energético para el organismo, sobre todo si corresponden a
vuelos cortos (Pennycuick, 1989; Norberg, 1990, 1996; Nudds & Bryant, 2000).
Ademds, como es sabido, las poblaciones de chincoles en época reproductiva son

territoriales (Addis et al., 2013), por lo cual, esta conducta no se veria favorecida
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durante dicha temporada. Por otro lado, invertir mas tiempo en el vuelo, conlleva
disminuir el tiempo asignado a los eventos de forrajeo y aumentar el tiempo de escape
frente a un depredador (Moller, 2008), lo que podria explicar porque la especie Z.

capensis vol6 y explord menos durante la época reproductiva (véase figura 5, H-A).

Con respecto a las conductas de locomocién (ie., salto y vuelo) del grupo A (ie.,
protocolo de estrés-experimento de exploracién), la ausencia de diferencias
significativas entre épocas podria indicar factores conductuales que responden al mismo
fenémeno de estrés inducido (ie., captura y manipulacién durante 45 minutos). Sin
embargo, se necesitan mayores estudios para dilucidar cémo el estrés fisiologico de un
organismo, afecta la conducta normal del individuo, es decir, su ciclo de vida, y por
sobre todo, qué tipo de mecanismo biologico utiliza para responder frente a una

situacion de emergencia.
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5. Conclusion

Los resultados apoyan la primera hipétesis de esta tesis, ya que la extraccion de sangre si
afecté los rasgos conductuales de los individuos. Asi, Ia metodologia aplicada en este
trabajo, permitio evaluar dos tipos de comportamientos: A) conductas que posiblemente
se encuentran asociadas a diferentes estados de emergencia, y b) conductas asociadas al
ciclo de vida normal de la especie. Con respecto al grupo B (ie., experimento de
exploracién-protocolo de estrés), los resultados indican que existe una relacion entre la
respuesta fisiolégica observada (i.e., miveles basales de glucocorticoides, grupo A,
protocolo de estrés- experimento de exploracioén) y la respuesta conductual detectada
(i.e., vuelo y salto), lo cual sugiere que las diferencias adaptativas enire €épocas, podrian

estar reguladas por glucocorticoides, como lo propone la hipotesis II.
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