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Resumen

La composicion quimica del alimento y la amplitud de la dieta natural estdn
estrechamente relacionadas con la fisiologfa{ia capacidad de metabolizar los
nutrientes. Aunque las aves que consumen semillas cuentan con un alimento de alta
calidad nutricional, se enfrentan al desafio de lidiar con cantidades variables de
compuestos secundarios (CS). Postulamos que la capacidad de detoxificacién de un ave
estd asociada a un alto costo debido a que los drganos encargados de este proceso,
higado y rifién, aportan de manera significativa al metabolismo energético. A su vez esta
capacidad de lidiar con los CS, estarfa asociada a la historia evolutiva y al contexto
ecolégico de cada especie. Para poner a prueba esta hipdtests, analizamos el efecto del
consumo cronico de dietas enriquecidas con fenolesﬁ dos especies de a'ves con

CHIbCoC ~
diferente hdbitos dietarios: el omnivoro Zonotrichia capensis y el granivoro Diuca

diuca. Se utilizé dcido térﬁ, (AT) como un fenol estdndar, y extracto de Opuntia ficus-
indica (EO) como un complejo de fenoles naturales. Luego de 5 semanas de
aclimataci6n a dietas contrastantes en su composicién de CS, se midi6 el consumo de
alimento y agua, la tasa metabélica basal (TMB), la pérdida de agua evaporativa, la
excrecion de dcido glucurérico como producto de la detoxificacién, la morfologia
digestiva y renal, y tasas de hidrdlisis digestiva. Encontramos que en ambas especies las
variables tienden a agruparse en um componente energético-digestivo y en un
componente de la morfologia renal. Los andlisis realizados para las variables energética-
‘digestivas dan cuenta de respuestas diferenciadas entre Z. capensis v D. diuca ante el

consumo cronico de CS. La morfologfa renal presenté mayores modificaciones en Z.
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capensis, aunque se presentaron diferencias contrastantes entre EO y AT. En ambas
especies, la excrecion de dcido glucurdnico fue mayor en los individuos qlie
consumieron dietas ehriquecidas con fenoles respecto a la dieta control, no obstante, se
presentaron valores mayores en Z. capensis. Asimismo, Z. capensis presenté un
aumento de la TMB en el grupo alimentado con dietas enriquecidas con fenoles respecto
del grupo control. Las diferencias interespecificas en la respuesta fisioldgica al consumo
de fenoles estarian determinadas por la historia evolutiva asociada a los distintos habitos

kS
alimentarios. Si bien ambas especies pueden lidiar con dietas moderadas en fenoles, los

costos energéticos pueden diferir debido a las distintas estrategias para enfrentar los CS

que asume cada especie.




Abstract

The chemical composition ;)f the food and the amplitude of the natural diet are closely
refated to the physiology and the ability to metabolize nutrients. Although seed-eating
birds have a food of high nutritional quality, they face the challenge of dealing with
variable amounts of plant secondary compounds (CS). We postulate that the
detoxification capacity of a bird is associated with a high cost because the organs
responsible for this process, liver and kidney, contribute significantly to the energetic
metab;olism. In turn, this ability to deal with the CS, would be associated with the
evolutionary history and ecological context of each species. To test this hypothesis, we
analyzed the effect of subchronic consumption of diets enriched with phenols on two
birds species with different dietary habits: the omnivorous Zonotrichia capensis and the
granivorous Diuca dinca. Three contrasting diets in their CS composition were created,
besides a control diet, the other two diets were elaborated with tannic acid (AT)as a
standard phenol and extract of Opuntia ficus-indica (EO) as a complex of natural
phenols. After 5 weeks' of acclimation, feed and water intake, basal metabolic rate
(TMB), evaporative water loss, excrefion of. glucuronic acid as a product of
detoxification, digestive and renal morphology and digestive hydrolysié rates were
measured. We found that in both species the variables tend to cluster in an energy-
digestive component and a renal component. Analyses for energy-digestive variables
account for differential responses between Z. capensis and D. diuca to subchronic
consumption of CS. The renal morphology showed greater changes in Z. capensis,
although contrasting differences between EQO and AT were presented. In both species,
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glucuronic acid excretion was higher in individuals who consumed diets enriched with
phenols compared to the control diet, however, higher values in Z. capensis were
presented. Also Z. capensis showed an increase in BMR in the group fed with diets
enriched with phenols compared to the control group. Interspecific differences in the
physiological response to the consumption of phenols would be determined by the
ecological context associated with different dietary habits. While both species can cope
with moderate phenols diets, energy costs may differ due to different strategies to face

the CS that assumes each species. -
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Introduccién

La dieta natural de las aves se encuentra estrechamente relacionada con la morfologia,
fisiologfa y capacidad de metabolizar los nutrientes (Klasing, 1998; Karasov & Matinez
del Rfo, 2007). Asf, determinados alimentos requieren de ciertas caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas para ser adecuadamente incorporados. Por ejemplo, la
capacidad enzimdtica para hidrolizar los nutrientes en el intestino (Ziswiler, 1986;
Ramirez-Otdrola et al, 2011), la capacidad de excrecién de desechos para conservar ¢l
equilibrio osmdtico (Richardson et al, 1991; Roxburgh & Pirshow, 2002; McWhorter et
al, 2004; Sabat et al, 2006), la morfologia y tamafio del culmen, son algunas de las
caracteristicas que explican las preferencias alimentarias de las aves (Landolt, 1985;

Diaz, 1990).

Las aves granfvon—'as cuentan con un alimento que es abundante y con una alta densidad
de nutrientes (Klasing, 1998), sin embargo, a menudo presentan cantidades elevadas de
compuestos secundarios (CS) talés como fenoles, terpenos y alcaloides (Wink, 1988;
Diaz, 1996; Karasov & Martinez del Rio, 2007). Estos compuestos permiten a las
plantas protegerse de sus consumidores al actuar como aleloquimicos, provocando
disuasién (Matson et al, 2004; Rios & Mangione, 2010) o causando trastornos
fisiolégicos en los consumidores (Foley et al, 1995; Dearing et al, 2005; Kohl &
Dearing, 2011). Entre estos trastornos, se han descrito a los taninos como reductores de
Ia digestibilidad al formar complejos con proteinas de la dieta en el intestino, pero
también como compuestos que actian como toxinas siendo degradadas y absorbidas
(Foley & McArthor, 1994). Un vez que los CS ingresan al organismo, su
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biotransformacidn y eliminacion tiene un alto costo energético para un animal (Thomas
etal, 1988; Silva et al, 2004), Esto es congruente con que los érganos encargados de este
proceso, rifién ¢ higado, aportan de manera significativa al metabolismo energético
(Daan et al, 1990). Pese a esto, los animales han desarrollado distintas estrategias que les
permiten lidiar con el consumo y los efectos negativos de los CS (Freeland & Janzen,
1974; Torregrosa & Dearing, 2010). Ademds, se ha demostrado que estas respuestas se
manifiestan en funcidn de las caracterfsticas ecolgicas de las especies, por gjemplo en
funcidén de la amplitud y de la composicién quimica de la dieta natural (Marsh et al,

2006; Rios, 201 1).

De acuerdo a Foley & McArthur (1994) Los costos frente al consumo de CS podrian ser
evaluados a través de cuatro distintas maneras: energia no asimilada en la digestidn,
produccién de calor o cambios en el metabolismo basal 0 mdximo, costos de produccién
de metabolitos de conjugacion (e.g. dcido glucurdnico, ornitina, taurina) y limite de
saturacion de una determinada via metabdlica de detoxificacion. Bl uso de cada una de
estos métodos seria compiement’ario y su idoneidad estarfa determinada por el tipo de
aleloguimico y sus propiedades fisicoquimicas (e.g. tamaiio molecular, polaridad,
grupos funcionales) como también por la fisiologfa del consumidor. Los CS en su
mayoria, particularmente fenoles y terpenos, son absorbidos en el intestino (McLean &
Duncan, 2006). Su via de eliminacién podria dividirse en dos etapas, primero la
biotransformacién regulada principalmente por Ia accién enzimdtica que aumenta la
hidrosolubilidad de los CS, también llamada detoxificacién (Pass et al, 1999; Marsh et
al, 2006) y posteriormente la excrecidn de estos CS, en donde la funcidn renal tiene un

rol central (Foley et al, 1995).




Estudios realizados en aves, han descrito diversos efectos causados por los CS, los que
comprometen el cquilibrio interno del organismo: aumento en la excrecién de amonio,
dcido glucurénico y omitina (Jakubas et al, 1993a y b; Gluglielmo et al, 1996; Rios et al,
2012b) y del flujo de Ia orina (Jakubas et al, 1993a), aumento del consumo de agua
(Jakubas et al. 1993a; Rios et al, 2012b) y aumento de Ia geofagia (Gilardi et al, 1999).
A pesar de esto, los efectos directos de los CS sobre la morfologfa y funcién renal no
han sido particutarmente estudiados. Sin embargo, recientemente se ha documentado
que especies paseriformes granivoras poseen un mayor desarrotlo de la medula renal que
las insectivoras y omnivoras (Barceld et al, 2012). Debido a que las especies granfvoras
consumen dietas con un menor contenido proteico relativo, esta mayor capacidad renal
podria deberse a una menor disponibilidad de agua preformada en la dieta yfo a una

mayor actividad renal debido al proceso de detoxificacién de CS de las semillas.

En este sentido, Tas especies consumidoras de C§ requieren disminuir las
concentraciones de los compuestos secundarios en la sangre para alimentarse de manera
contfnua (Torregrosa & Dearing, 2009). Sin- embargo, dada la baja disponibilidad
hidrica de algunos ambientes, la escasa agua preformada en semillas {Diaz, 1996) y el
grado de especializacin de algunas aves granivoras a ambientes secos (Bartholomew &
Cade, 1963; MacMillan, 1990), se produciria un compromiso entre la necesidad de
eliminar desechos metabslicos v una hidratacién adecuada, lo que llevarfa
eventualmenie a un mayor desarrollo del sistema renal. Este desarrollo podria ocurrir
mediante un aumento del mimero de nefrones del tipo mamiferianos (conos medulares)

y/o el largo de las asas de Henle de dichos nefrones (o largo de los conos) logrando as{
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una mayor capacidad de concentracién de la oripa (Sturkie & Whittow, 2000). Este tipo
de ajustes en las capacidades del rifién han sido documentados para aves que habitan
regiones xéricas o desérticas, lo que constituye una alto grado de estrés hidrico (Casotti

& Richardson, 1992; Sabat et af, 2006).

Por otro lado, en el proceso de detoxificacidn el mayor requerimiento de protefnas
conlleva a que el producto de excrecién aumenie en forma de amonio (Jakubas et al,
1993; Foley et al, 1995). Esto se asocia a un mayor consumo de agua debido a su
toxicidad, requiriendo de una cantidad 50 veces maj;or que el dcido drico para su
eliminacion (Roxburgh & Pinshow, 2002). Esta necesidad de un mayor consumo de
agua podria dar lugar a una economia hidrica mds ajustada, obligando a maximizar la
concentracion de orina. Alt;arnativamente, si las necesidad hidricas son cubiertas, el
consumo de CS producirfa indirectamente una hipertrofia del rifién y de Ia estructura
cortical, lo que es congruente con el mayor tamafio renal de individuos que habitan en

regiones hiimedas y/o consumen dietas con abundante agua preformada (Casotti et al

1992; Sturkie & Whittow, 2000; Sabat et al, 2009).

A su vez, son escasos los estudios realizados bajo una perspectiva sistémica y que
evaliien los efectos del consumo de CS de una manera integrativa dentro de la fisiologia
animal. Asf, resulta interesante establecer cmo la interaccion entre i) la disponibilidad
de agua, ii) la ingesta de CS y iii) la capacidad detoxificadora afectan a especies con

distintas capacidades de osmorregulacin y hdbitos alimentarios.




Nuestra aproximacién incluye el estndio de dos especies de la superfamilia
Emberizoidea (Barker et al, 2013) de diferentes hdbitos alimentarios, el chincol,
Zonotrichia capensis (omnivoro) y la diuca, Diuca diuca (granivoro estricto). En este
sentido, se ha criticado 1a validez de estudios comparativos con dos especies para inferir
adaptacién (Garland & Adolph 1994) debido a problemas asociados con la
independencia estadfstica derivados de las relaciones filogenéticas entre las especies. En
este sentido se ha propuesto el uso de herramientas analiticas que incorporen
explicitamente esta variable. Sin embargo, estos métodos requieren el andlisis de un gran
nimero de especies y del conocimiento de sus relaciones filogenéticas. Esto dltimo a
menudo requiere de un trabajo enorme e inalcanzable si no se conocen las relaciones de
parentesco. Alternativamente, es posible minimizar el error del uso de comparaciones
entre pocas especies utilizando especies filogenéticamente relacionadas (e.g., Sabat &
Martinez del Rio 2002). Por otro lado, McNab (2009) plantea que son los ajustes
fisiolégicos los que presentan especies con caracterfsticas ecolGgicas diferentes Jos que
permiten Ia sobrevida de éstas, independiente de si el origen de tales diferencias estdn
asociados a la historia filogenética. En este sentido el estudio comparative de dos

especies no invalida, pero si limita, las conclusiones que pueden ser derivadas de este.




Hipotesis

El aumento en la concentracidn de los compuestos secundarios de las plantas (CS) en fa
dieta, inducird cambios estructurales en la morfologfa del rifion. Entre estos esperamos i)
un aumento en la proporcién de médula renal, por la mayor cantidad de desechos y Ia
necesidad de mantener una hidratacién adecuada en las aves. ii) hipertrofia renal, en
especifico de la corteza renal, causada indirectamente por el proceso de detoxificacidn,

debido a una mayor ingesta de agua.

A su vez, postulamos que los individuos que consuman dietas con mayores niveles de
CS presentardn un anmento en la cantidad de compuestos de detoxificacién (i.e., dcido
ghucurdnico) en las excretas. Ademds, como consecuencia de un mayor consumo de s,
S¢ espera encontrar un mayor costo energético asociado a la detoxificacién y a los
cambios morfoldgicos y fisiolGgicos, exﬁ;'esado en un aumento de la tasa metabdlica

basal.

Finalmente, se espera que la especie omnivora generalista posea una mayor flexibilidad
fenotipica para lidiar con el consumo de CS; lo que se traduciria en upn mayor costo

encrgético comparado con la especie especialista.




Objetivo General:

Estudiar los efectos del consumo de compuestos secundarios de las plantas sobre la
fisiologfa y la morfologfa digestiva y renal en aves bajo una aproximacicn integrada del

proceso de detoxificacion.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar las variaciones morfolSgicas del rifién frente al censumo de
dietas de diferente concentracién de CS fendlicos.

2: Evaluar las variaciones morfoldgicas del sistema digestivo y su funcién
enzimdtica, frente al consumo de dictas de diferente concentracion de CS
fendlicos.

3. Evaluar los cambios en el gasto metabdlico y el balance hidrico frente a
dietas altas en CS fendlicos.

4, Eva]uz;r diferencias en la respuesta al consumo crénico de dietas

mioderadas en CS fendlicos en dos modelos de aves (un gencralista

omnivoro y un especialista granivoro).




Materiales y métodos

Muestreo

Se utilizaron dos especies modelos con distintos hdbitos dietarios, el omnivoro
generalista Zonotrichia capensis, y el granivoro especialista Diuca diuca. Se sabe que la
proporcién de semillas e insectos difiere notablemente entre estas dos especies, Dinca
diyca presenta consumos de semillas de alrededor del 98,5% contra un 1,5% de insectos,
proporcidn qfle es constante durante el aiio. En tanto Z. capensis puede consumir hasta
un 30% de insectos, dependiendo de la época del afio (Sabat et al, 1998; Ramirez-
Otdrola et al, 2011). El detalle especifico de_las semillas consumidas también se ha
documentado (Lopez-Calleja, 1995; Véase Tabla 1), presentando una variabilidad tanto
en tipo como en la concentracién de compuestos secundarios (Lis-Balchin & Hart, 1994;
Saleem et al, 2006). Durante el otofio e invierno de 2012 se colectaron en total 21
individuos por especie en Quebrada de la Plata (33° 26" S, 70° 55° W), Chile central,
utilizando redes de niebla (Ecotone). Los individuos fueron transportados hasta el
laboratorio en Santiago, en donde se mantuvieron en jaulas de malla pldstica de 40cm x
40cm x 40cm con un fotoperiodo de 121.:120, a una temperatura de 25°C, con alimento
y agua ad libitum.

Después d'e Ia habituacidn a las condiciones del laboratorio por 1-2 dias, las aves
fueron asignadas aleatoriamente a tres tratamientos (incluido un control), con un total de
7 individuos para cada uno, manteniendo los tratamientos dietarios por 5 semanas,
tiempo suficiente para producir cambios morfoldgicos en el riﬁén.(Sabat et al 2004;
Aldea & S:';lhat, 2007). Los individuos fueron pesados regularmente para evaluar su

estado fisico.




Dietas Experimentales

Se confeccionaron dos dietas con compuestos secundarios en base a semillas de trigo
comercial molidas (tamafio de particula < 0.5 mm). La primera dieta (AT) se adiciond
con dcido tdnico (Sigma-Aldrich) como sustrato estdndar o modelo, con una
concentracién de 2% masa-masa; se ulilizd esta concentracién debido a que represen‘ta
una dosis sub-crénica que mantiene una alta probabilidad de sobrevida (Rios, 2011). La
segunda dieta experimental (EO) se realizé afiadiendo concentraciones conocidas de un
extracto de una especie -vegetal, Opuntia ficus-indica, en donde la concentracién final
fue al 05% masa-masa de fenoles totales. Se utilizé esta concentracién por ser la
cantidad cc;nsumida aproximada por la especie Diuca dinca en estado natural. El
extracto alcohdlico de los frutos de Opuntia ficus-indica se realizé de acuerdo a
Tequida-Meneses et al (2002) con frutos provenientes de la zona; los cuales fueron
triturados y secados a 50°C. La materia seca (17% del total) se moli6 en un molinillo
eléctrico (tamafio de particula < 0.5 mm, Moulinex) y posteriormente se llevé a una
solucién al 6% masa-volumen con un mezcla metanol-etanol 30-70, se dejé macerar por
48 horas en oscuridad, luego la mezcla fue filtrada y puesta bajo campana para su
destilacion al vacio en un rotavapor hasta obtener un concentrado (7% del total), sobre el
cual se calcul el contenido de fenoles totales mediante el método adaptado de
Ainsworth & Gillespie (2007) con reactivo Folin~Ciocalteu (Merck) (0,27% de fenoles
totales del total de tuna).

Las .soluciones de 4cido tdnico y de extracto de Opuntia ficus-indica se
prepararon pesando una cantidad conocida del compuesto y disolviéndola en Etanol
99,5%. Estas soluciones se aplicaron sobre la dieta a base de trigo molido seco,

posteriormente siendo secadas bajo campana para evaporar el etanol, logrando la
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concentracion deseada de CS, finalmente fueron guardadas en oscuridad hasta su uso.
Para la dieta control se hizo el mismo procedimiento aplicando solamente etanol
absoluto, el cual era posteriormente evaporado. Las dietas fueron suplementadas con

larvas de Tenebrio molitor en el caso de la especie omnivora.

Consumo y digestion

-

Luego de 4 semanas de aclimatacidn, a cada uno de los individuos se le determing el
consumo de alimento diario (Car} la cantidad de fecas producidas diariamente (FE), la
digestibilidad aparente (D - [CaL-FEVFE); la asimilacién aparente de materia (AAy =

[Car-FE]) ¥ el consumo de agua diario en gramos (Cag) corrigiendo la perdida por

evaporacion utilizando bebederos no experimentales fuera de la jaula.

Morfologia Renal y Digestiva

Finalizados los tratamientos experimentales, los individuos se sacrificaron mediante
exposicidn a COa, fueron diseccionados y sus 6rganos removidos y pesados. Los rifiones
se pesaron usando una balanza electrénica (0.1 mg), preservaron en paraformaldehido-
glutaraldehido (4%) y procesaron para microscopfa Gptica. Una vez fijados los rifiones
se diseccionaron para evalvar la proporcién de corteza y médula renal, la cantidad de
conos medulares, su masa y largo (Barcel6 et al, 2012). Los intestinos fueron lavados,
medidos longitudinalmente (+0.05 cm) y pesados usando una balanza electrénica (+0.1
mg). Para preparar el intestino delgado para las determinaciones enzimdticas se
limpiaron los intestinos con una solucién isoténica 0.9% NaCl, e inmediatamente fueron

guardados a -50°C (Martinez del Rio et al. 19953, Sabat et al. 1998).
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Tasa Metabdlica Basal v Balance Hidrico,

Al finalizar los tratamientos experimentales, se determind la tasa de consumo de
oxigeno (TMB) y pérdida de agua evaporativa (PTAE). Las mediciones se realizaron en
una condicion postabsortiva (4 horas de ayuno), y durante la fase de reposo (noche),
utilizando métodos estdndar de respirometria e higrometria de flujo abierto (Williams et
al, 2001). Cada individuo fue ubicado en una cémara metabdlica de 1L, la cual posee
una grilla para mantener al animal en suspensién y bajo €l se utilizé aceite mineral para
capturar las excretas. El flujo utilizado durante la medicién fue de 500 ml/h. Las
mediciones fueron realizadas a 30 °C, dentro (-1e la zona termoneutral. Los individuos se
mantuvieron al interior de la cdmara por 12 horas y se registré el consumo de oxigeno
(VO2) y de humedad absocluta en kg,/m3 correspondiente al promedio de la iltima etapa
de medicidn a través de un sistema computarizado de respirometria de flujo abierto
(Sable Systems, Nevada), utilizando el programa Expedata.

Debido a que la PTAE estd asociado con [a TMB producto de la mayor perdida
de agua respiratoria al aumentar la frecuencia y/o volumen respiratorio (Williams &
Tieleman, 2000), para los andlisis de PTAE se utilizaron los residuos de la regresion

lineal respecto a la TMB,

Funcidn Digestiva v de Biotransformacion.

Para los ensayos enzimdticos, el tejido intestinal fue descongelado y completamente
homogenizado (30 segundos en homogenizador ULTRA TURRAX T25 Janke and
Kunkel, Breisgau, Germany) en 20 volumenes de solucidn NaCl 09%. lLas
determinaciones de Aminopeptidasa-N fueron hechas usando L-alanina-p-nitroanilida

como sustrato. El ensayo comenzd afiadiendo 1 mL de solucién sustrato (2,04 mmol*1!
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de L-alanina-p-nitroanilida en 0,2 mol"‘dul'l NaH,PO4/Na,HPO,, pH 7) a 100yl de tejido
homogenizado. La reaccién fue incubada por 10 minutos a 40°C y lnego detenida
usando 3 mL de dcido acetico (2 mI*L™) a 5°C. La absorbancia fue medida a 384 nm.

La actividad de la maltasa fue determinada de acuerdo a Dahlqvist (1964), con
modificaciones de Martinez del Rio (1990). Brevemente, 100 #L de homogenizado de
tejido fueron incubados 2 40°C con 100 gL de 56 mmol L de sustrato (maltosa} en 0,1
M Maleato/NaOH buffer, pH 6,5. Después de un periodo de incubacién de 3 minutos, la
reaccién se detuvo adicionando 3 ml de Trinder-Glucosa (Valtek, Santiago, Chile). La
solucién Trinder-Glucosa consiste en 250 mL 0,1 mol L TRIS/HCI, pH 7 con 250 mL
de 0,5 NaH:POs, pH 7. Luego de un perido de revelado de 18 minutos a 20°C, la
absorbancia fue medida a 505 nm con un espectrofotémetro UV-VIS (Shimadzu UV
mini-1240, Tokyo, Japdén). En base a su absorbancia, fue calculada la actividad
enzimdtica intestinal estandarizada.

El dcido glucurdnico fue determinado en las excretas recolectadas en la etapa
final de los tratamientos mediante el ensayo colorimétrico descrito en Blumenkrantz &
Asboe-Hensen (1973), medificado por Jakubas et al. (1993a). Brevemente, a 100 mg de
excretas molidas y liofilizadas se les agregé 10 ml de buffer bérax 0.01 M (pH935) y
luego de agitar la suspensién con vortex se colocaron durante 30 minutos en una
centrifuga a 1000 rpm. Posteriormente se filtr6 el sobrenadante, y se tomd 20 pl de cada
muestra. Esta fue diluida a 200 pl. Los tubos de ensayo con las muestras fueron puestos
en un bario de agua con hielo, méds 3 ml de Ia solucién reactivo de tetraborato de sodio-
dcido sulfiirico 0.0125 M. Luego los tubos fueron calentados en bafio marfa a 100°C
durante 10 minutos. Después de enfriarlos, a un set de muestras se les agregé 20 ul del

reactivo 3-fenilfenol (0,15% 3-feniifenol en NaOH 0,5%). Para las muestras blanco el
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reactivo fue reemplazado por 20 pl de NaOH 0.5%. Las determinaciones en cada

muestra de excreta se realizaron por duplicado. Se confeccioné una curva estdndar con

concentraciones conocidas de dcido glucurdnico. La absorbancia fue medida a 520 nm

en un espectrofotémetro Shimadzu Mini-UV,

Tabla 1: Proporcién de semillas consumidas anualmente por Z. capensis y D dinca, datos

expresan la abundancia relativa (%) y la clase a la cual pertenecen las semillas

consumidas, Magnoliopsida (Dicotiledoneas) o Liliopsida (Monocotiledones).

Modificado de Lépez-Calleja (1995).

Zonotricha capensis Diuca diuca

(%) (%)
Semillas 94,0 Semillas - 0985
Opuntia sp. Magnoliopsida 31,7  Erodium cicutarium Magnoliopsida 47,3
Erodium cicutarium  Magnoliopsida 22,6  Asteraceae Magnoliopsida 16,0
Echinocloa crus-galli Liliopsida 9,5 Opuntia sp. Magnoliopsida 13,9
Asteraceae Magnoliopsida 9,5 Cynareae sp. Magnoliopsida 11,1
Gramineae Liliopsida 79 Gramineae Liliopsida 8,6
Otras Magnoliopsida 7.3 Otras Magnoliopsida 1,5
Otras Liliopsida 55

{
13




Resultados

Tasas de consumo

Después de 5 semanas de aclimatacidn a las dietas experimentales [a masa final de las
aves no fue afectada significativamente por los distintos tratamientos, aun cuando en el
caso del chincol, las diferencias estuvieron al borde de la significancia (Zonotrichia
capensis: Fa 17=3,03, p=0,075 y Diuca diuca: Fp, 4= 0,057, p=0,95). En el caso de
Z. capensis el test a posteriori revelé que M, fue si gnificativamente mayor en
individuos que consumieron la dieta EO respecto a los acl‘imatados a la dieta AT (LSD;
p=0,043) y marginalmente mayor al control (L.SD; p=0,058).

El consumo de alimento fue significativamente mayor en los individuos de Z.
capensis mantenidos con dietas con compuestos secundarios (AT y EO) (Fp, 13y=13,2;
p<0,001). En tanto, no se observé variacién significativa entre los tratamientos en la
especie D. dinca (Fp, 11y=1 24; p=0,33). Ademds existi6 una interaccidn entre la especie
y el tratamiento para esta variable, aun cuando €sta no alcanzé a ser significativa (F,
23=3 28; p=0,055). La egesta de alimento aument6 en todas las aves con las dietas AT y
EO (Fp, 24=12,2; p<0,001), sin existir interaccién de los factores especie*dieta (F,
24=0,83; p=0,47, véase Figura I).

Por otro lado, no se observé una variacion significativa en la Dy por efecto de la
dieta en ambas especies (F25= 0,98; p=0,39), como tampoco un efecto significativo de
la interaccién especie*dieta (Fz, 25=0,49; p=0,62). Sin embargo, se debe notar que D.
diuca presenté una tendencia a dismimuir la Da conforme aumentd 1a cantidad de CS en
la dieta, siendo la digestibilidad de la dieta con dcido tdnico en promedio un 9% menor

respecto al control (LSD; p=0,15, Figura 2). La asimilacién aparente mostré una
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interaccién entre dieta y especie (Fp, 24=3,59; p=0,043) existiendo variacidn
significativa solo en Z. capensis. En esta especie se encontrd que AAy fue mayor en los
individuos consumiendo las dietas experimentales AT y EO (F2,13=5,65; p=,017).En D,
diuca no hubo efecto de la dieta sobre la asimilacidn del alimento (Fy, 11=0,94, p=0,42).

Por su parte, no se observé un efecto significativo de los CS sobre el consumo-de
agua en ambas especies (Fz, 24=0,61; p=0, 55). Sin embargo se observé un efecto
significativo de la interaccion especie*dieta (Fp, 24=3.61; p=,043). El resultado mds
notable resultd ser el consumo de agua en diucas del tratamiento EQ que resultd ser el

doble al observado en los individuos control (LSD, p=0,018; Figura 3).
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Figura 1: Cantidad de alimento ingerido (gris) y defecado (negro) diariamente en
Zonotrichia capensis (arriba) y Diuca diuca (abajo) consumiendo dietas que difieren en
la concentracién de CS. Pam cada variable letras distintas denotan diferencias
significativas. Resultados expresados como promedio * error estdndar. EO: Dieta con
extractos de Opuntia ficus-indica al 0,5% de Fenoles Totales. AT: Dieta con dcido tdnico
al 2%.
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Figura 2: Digestibilidad de Z. capensis (negro) y D. diuca (gris) consumiendo dietas que
difieren en la concentracién de CS. Resultados expresados como promedio + error
estdndar, Siglas como en Figura 1.
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Figura.3: Consumo de agua en Z. capensis (negro) y D. diuca (gris) aclimatados a dietas
que difieren en la concentracién de CS.. Letras indican diferencias significativas dentro
de cada especie. Resultados expresados como promedio + error estdndar. Si glas como en
Figura 1. '
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Tasa metabdlica basal v pérdida de agua evaporativa,

Los resultados del ANCOVA revelaron que la TMB no fue afectada por la interaccién
entre especies y dieta (Fz, 33=0,042; p=0,96) y tampoco hubo un efecto significativo de
las dietas sobre la tasa metabdlica basal (F2, 33=1,90; p=0,17). Analizando
especificamente a cada especie mediante ANCOVA los resultados fueron similares (Fe.
16=1,18; p=0,333 para Z. capensis, y ¥, 16=0:43; p=0,66 para D. Diuca). Sin embargo,
se observd cierta tendencia a una mayor actividad metabélica en las aves con dietas AT
y EO (Véase Figura 4). Efectivamente, el andlisis a posteriori revel6 que la TMB fue
significativamente mayor en los individuos de Z. capensis aclimatados a la dieta EQ
respeto a los individuos control (LSD, p= 0,033); no asf en el caso de los individuos con
dieta AT en donde su mayor valor respecto al control solo borded la significancia (LSD,

p=0,094).

Al realizar Jas asociaciones entre la TMB y las variables de ingesta de alimento
(CaL y AAm) en chincoles, se observé una correlacién positiva y significativa entre la
TMB y el consumo de alimento (R= 0,5977; p=0,014) y entre la TMB y AAm (=
0,5677; p=0,022). Por su parte, estas asociaciones no fueron significativas para el caso
de D, diuca (r= 0,44; p=0,13 y r=0,30; p=0,32 respectivamente; Figura 5). No obstante,
se observd una correlacion positiva entre la TMB v la masa fecal de ambas especies (1=

0,39; p=0,03).
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Figura 4: Tasa metab6lica basal de Z. capensis (negro) y D. dinca (gris) aclimatados a
dietas que difieren en la concentracién de CS..Letras distintas dentro de cada especie
indican diferencias significativas segiin andlisis de ANCOVA. Asterisco denota
diferencia con p < 0,1 respecto al control. Resultados expresados como promedio # error
estandar. Siglas como en Figura 1.

La pérdida total de agua evaporativa (PTAE), resulté ser si gnificativamente mayor en D,
diuca que en Z. capensis (Fy, s1= 5,64; p=0,024), pero no entre tratamientos Fp,
31=2,95; p=0,067). Tampoco se observé un efecto significativo de la interaccién entre la
dieta y especies (F, 31y=1,79; p=0,18). Sin embargo, los test a posteriori mostraron que
en D. diuca es el tratamiento control el que presenta un mayor valor, por sobre los

individuos alimentados con dietas enriquecidas con CS. (Véase Figura 6).
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Figura 5: Correlacidn entre la tasa metabdlica basal y el consumo diario de alimento

bajo dietas que difieren en la concentracidn de CS. para Z, capensis (artiba) y D. diuca
{abajo). Siglas como en Figura 1.
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Figura 6: Residuos respecto a la TMB de la Perdida Total de Agua Evaporativa de Z.
capensis (negro) y D. diuca (gris) bajo dietas que difieren en la concentracién de CS.
Para cada especie, letras diferentes denotan diferencias si gnificativas. Resultados
expresados como promedio =+ error estdndar. Siglas como en Fi gura 1,

Exerecién de dcido glacurdnico

La cantidad de 4cido glucurénico eliminado diariamente resultd ser significativamente
mayor en los individuos con dietas ricas en CS (AT y EO), en ambas especies (Fo,
24=14,4; p<0,001), No se observé un efecto significativo de'la interaccion especie*dieta
(F2, 24/=0,77; p=0,47). Tampoco se encontrd diferencias significativas entre las dietas

AT y EO (véase Figura 7).
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Al realizar un andlisis de regresion lineal entre TMB masa-especifica y la produccion
diaria de dcido glucurénico masa-especifica en ambas especies, se observé una
correlacion débil pero significativa (r=0,3671; p=0,042). Sin embargo, estas
asociaciones se pierden cuando los datos son analizados para cada especie por separado

(Z. capensis. r=0,28; p=0,30 y D. diuca: r=0,28; p=0,31; Fgura 8).
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Figura 7: Masa de dcido glucurénico excretada diariamente, estandarizada por masa, de
Z. capensis (negro) y D. Diuca (gris) aclimatados a dietas que difieren en la
concentracion de CS. Para cada especie, letras diferentes denotan diferencias
significativas en los andlisis d¢ ANCOVA para los tratamiendjtos en cada especie.
Resultados expresados como promedio + error estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 8: Correlacin estandariza por masa entre [a tasa metabélica basal y la excrecién
diaria de dcido glucurénico en Z. capensis (negro) y D. dinca (blanco). Las regresiones
especie-especificas no son significativas (véase texto pard mas detalle).
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Morfologia y funcién digestiva

Luego de corregir por el tamafio corporal, el tamaiio del higado fue similar entre
especies (ANCOVA K, 30= 0,06; p=0,80) y no se evidencid un efecto significativo de
la dieta sobre este drgano (ANCOVA Fp, ag= 0,05; p=0,95). Sin embargo, se observé
una interaccidn significativa entre ambos factores (ANCOVA Fp, 30=2,55; p=0,09). El
andlisis a posteriori teveld que el grupo de Zonotrichia capensis expuesto a una dieta
con dcido tdnico presenté higados mds pequefios, siendo estos significativamente
menores que los aclimatados a una dieta con extractos de Opuntia ficus-indica (LSD

»

p=0,042, Figura 9).
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Figura 9: Tamafio del higado de Z. capensis (negro) y D. diuca (gris) aclimatados a
dietas que difieren en la concentracién de CS.. Para cada especie, letras diferentes
denotan diferencias significativas. Resultados expresados como promedio + error
estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Para el largo y la masa del intestino delgados se encontraron resultados con'trasl:antes,
evidencidndose una interaccidn fuerte entre especies y dieta para la masa (ANCOVA Fp,
30=3,07; p=0,01) y para el largo (ANCOVA Fp, 30=2.97; p=0,06). En Diuca diuca los
animales aclimatados a las dietas AT y EO, presentaron menores masas (LSD, p=0,025)
(LSD, p=0,18) y largos (LSD, p<0,01) (ISD, p=0,028) del intestino delgado,
respectivamente, que la dieta control. Por el contrario los individuos de Z. capensis con
una dieta con dcido tdnico presentaron una mayor masa (LSD; p=0,01) y largo (LSD;
p=0,16) del intestino delgado que el grupo control (véase Figuras 11 y 12). Ademis, la
digestibilidad aparente en diucas se relaciond positivamente con la masa total del
intestino kr=054; p=0,045) y largo del intestino delgado (r=0,56; p=0,037, Figura 10).
En tanto, en chincoles no se observd ningtin tipo de correlacién entre estas variables {Lip
1=0,15; p=0,6; Mip r=0,44; p=0,11).

Por su parte, no se encontraron diferencias de los tratamientos dietarios en el largo de la
cloaca (ANCOVA Factorial: Fy, 30/=0,21; p=0,80) pero si una fuerte interaccién entre la
dieta y la especic (ANCOVA Factorial: Fp, 30=6,19; p<0,01) en donde la principal
diferencia fue entre los grupos de Z. capensis con dieta EO con mayores largos respecto
al control (LSD, p=0,028) y largos menores en D. dinca FQO respecto al control (LSD,
p=0,017). En cada especie los individuos aclimatados a la dieta AT, mantuvieron una
tendencia a tener una cloaca mds larga en Z. capensis y mds corta en D. diuca, pero sin
llegar a mostrar diferencias significativas (Figura 13). En tanto, la masa no fue afectada
por los tratamientos experimentales (ANCOVA Factorial Fa, 30=0,46; p=0,63) y
tampoco mostré efecto de la interaccion entre Ia dieta y Ia especie (ANCOVA Factorial:

Fi2, 30=1,96; p=0,16). No obstante, se observa que en D. diuca la masa de Ia cloaca
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tiende a ser menor en individuos aclimatados al consumo de dictas AT que en el

tratamiento control (LSD, p=0,17) y EO (LSD, p=0,08; Figura 14).

La actividad de enzimas digestivas no present6 diferencias entre los tratamientos
experimentales. Efectivamente, la actividad enzimdtica total de maltasa, expresada como
Ul (u moles hidrolizados por minuto) fue similar entre los tratamientos dietarios (Fe,
20=0:43; p=0,66) y tampoco se observé una interaccién significativa entre los factores
especie*dieta (Fp, 20=0,54; p=0,59). El mismo escenario se repitic para Ia
aminopeptidasa, en donde no hubo variacién entre las distintas dietas experimentales
(F2, 200=0,41; p=0,66), ni tampoco efecto de interaccin entre la dieta y las especies (Fpa,

20=0,97; p=0,38; Figuras 15y 16).
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Figura 10: Correlacién entre la digestibilidad del alimento consumido ¥ la longitud de
intestino delgado en Z. capensis (arriba) y Diuca diuca (abajo) frente a la variabilidad de

Longltud Intestino Delgado (cm)

compuestos secundarios en las tres distintas dietas. Siglas como en Figura 1,
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Figura 11: Longitud del intestino delgado de los individuos de Z, capensis (negro) y D.
diuca (gris) aclimatados a dietas que difieren en la concentracién de CS. letras
diferentes denotan diferencias significativas. Resultados expresados como promedio %
error estdndar, Siglas como en Figura I. -
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Figura 12: Masa del intestino delgado de los individuos de Z. capensis (negro) v D,
diuca (gris) aclimatados a dietas que difieren en la concentracién de CS. Para cada
especie, letras diferentes denotan diferencias significativas. Resultados expresados como
promedio * error estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 13: Longitud de la cloaca de los individuos de Z, capensis (negro) vy D. diuca
(gris) aclimatados a dietas que difieren en la concentracién de CS. Letras diferentes
denotan diferencias significativas entre tratamientos para cada especie. Resultados
expresados como promedio = error estindar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 14: Masa de la cloaca de los individuos de Z. capensis (negro) y D. diuca (gris)
aclimatados a dietas que difieren en la concentracién de CS. Resuitados expresados
como promedio * error estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 15: Actividad enzim4tica total de la Aminopeptidasa-N en Z. capensis (negro) y
D. diuca (blanco) aclimatados a dietas que difieren en la concentracién de CS.
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Figura 16: inactividad enzimdtica total de la maitasa en individuos de Z. capensis
(negro) y D. diuca (blanco) aclimatados a dietas que difieren en la concentracién de CS,
Resultados expresados como promedio + error estdndar. Siglas como en Fi gura 1.
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Morfologia renal

No se encontraron diferencias significativas en la masa renal relativa entre tratamientos
dietarios (ANCOVA Fp, 245=2,51; p=0,10} como tampoco un efecto significativo de la
interaccidn dieta*especie (ANCOVA F, 2y=1 45; p=0,25). Sin embargo, en Z. capensis
es evidente el contraste entre las dietas experimentales AT y EO, en donde los -
individuos aclimatados a la dieta ET responden con una aumento en la masa renal
respecto a los individuos aclimatados a la dieta AT (LSD, p=0,012; Figura 17),

Los distintos tratamientos dietarios indujeron diferencias significativas en la
masa de la médula (ANCOVA Fz,24=7,85; p<0,01) y de la corteza renal (ANCOVA Fo,
2473,18; p=0,013) pero no hubo un efecto de la interaccién especie*dieta (Masa médula:
ANCOVA Fp, 24=1,42; Pp=0,26; Masa corteza: ANCOVA Fp, 24=1,67; p=0.21). Las
diferencias se presentaron mayormente en chincoles aclimatados 2 Ia dieta EQ, los que
presentaron hipertrofia de la médula renal en comparacién al grupo control (LSD;
p=0,024) y mayor aun en comparacién al grupo aclimatado a 4cido tdnico (LSD;
p<0,001; Figura 18). Ademds, los individuos aclimatados a Ia dieta EO presentaron una
mayor masa de la corteza renal que el grupo aclimatado a dcido tdnico (LSD, p<(,01).
Por su parte los chincoles aclimatados a la dieta con 4cido tfnico presentaron menor
cantidad de tejido de la corteza renal que el grupo control (LSD; p<0,05, Véase Figura
19), mientras que los chincoles aclimatados a la dieta EO presentaron un mayor
porcentaje de médula que el grupo aclimatado a AT (LSD; p<0,01, Figura 20). En tanto,
en D. diuca no se registraron diferencias significativas entre tratamientos dietarios en los

mencionados andlisis de la morfologia renal. Por otra parte, el porcentaje de médula
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renal, resultd ser significativamente mayor en la especie granivora Diuca diuca que en el
omnivoro Zonotrichia capensis (F,25=8,36; p<0,01).

El nimero relativo de conos medulares presenté diferencias entre ambas
especies, aun cuando ésta no fue significativa (ANCOVA Fu, 24=4.01; p=0,056; Figira
21). Ademds se observé uma interaccidn significativa entre la especie y la dieta
(ANCOVA Fp, 24=5,97, p<0,01). El andlisis a posteriori revel6 que los individuos de Z.
capensis aclimatados a la dieta EO presentaron mayor nimero de conos medulares que
el grupo control (LSD; p<0,01} y que el grupo AT (LSD; p<0,01, Figura 21). Bl largo de
los conos medulares no presenté diferencias entre las especies (Fy, 23=2,65; p=0,12),
pero se observd una interaccion entre especie y dieta (ANCOVA Fz,23=3 83; p=0,036):
En tanto, el efecto de la dieta se manifesté solamente en Dinca diuca, siendo el grupo
control ¢l que presentd conos mas Jargos respecto al grupo aclimatado a los extractos de .
Opuntia_ ficus-indica (LSD; p=0,032) y al grupo aclimatado a dcido tdnico (LSD;

p=0,037, Figura 22).
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Figura 17: Masa del rifién en Z. capensis (negro) y D. diuca (gris) aclimatados a dietas
que difieren en la concentracién de CS. Para cada especie, letras diferentes denotan
diferencias significativas. Resultados expresados como promedio + error estdndar. Siglas
como en Figura 1.
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Figura 18: Masa de la corteza renal en Z, capensis (negro) y D. diuca (gris) aclimatados
a dietas que difieren en la concentracién de CS. Para cada especie, letras diferentes
denotan diferencias significativas. Resultados expresados como promedio = error
estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 19: Masa de la médula renal en Z. capensis (negro) y D. diuca (gris) aclimatados
a dietas que difieren en la concentracién de CS. Letras diférentes denotan diferencias
significativas. Asterisco indica p < 0,09 respecto al control. Resuitados expresados como
promedio * error estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 20: Masa de la médula renal en Z. capensis (negro) y D. dinca (gris) aclimatados
a dietas que difieren en la concentracién de CS. Para cada especie, letras diferentes
denotan diferencias significativas. Resultados expresados como promedio * error
estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 21: Conos medulares en Z. capensis (negro) y D. diuca (gris) aclimatados a
dietas que difieren en la concentracién de CS. Para cada especie, letras diferentes
denotan diferencias significativas. Resultados expresados como promedio * error
estdndar. Siglas como en Figura 1.
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Figura 22: Longitud de los conos medulares en Z. capensis (negro) y D. diuca (gris)
bajo dietas que difieren en la concentracién de CS. Para cada especie, letras diferentes
denotan diferencias significativas. Resultados expresados como promedio * error
estandar. Siglas como en Figura 1.
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Andlisis de componentes principales
Zonotrichia capensis

El andlisis de componentes principales (ACP) utilizando las caracterfsticas energéticas,
de consumo, digestivas y morfométricas de los individuos de Z, capensis sometidos a los
distintos tratamientos dietarios, identificé dos componentes que dieron cuenta del 41%
de la varianza total (Tabla 2). El primer componente (ZCP1), el cual representd el 21,9%
de la varianza, estuvo positivamente asociado con la masa del rifion, médula y corteza
renal, con ¢l ndmero de conos medulares v el porcentaje de médula renal, E| segundo
componente (ZCP2) dio cuenta de un 194% de la varianza y present6 altas cargas
positivas para la TMB, consumo total de alimento, asimilacidn, y la masa de intestino
delgado. En el ANOVA realizada sobre las puntuaciones obtenidas del ZCP1 (asociado
a la morfologia renal), se observé un contraste notable entre los individuos: aclimatados a
una dieta EO y aquellos aclimatados al consumo de 4cido tdnico al 2%, en donde los
primeros presentaron valores superiores (F2, 21=45,6, p<0,0001). El grupo control
presentd valores intermedios. Por otra parte ¢l ZCP2, asociado a la energética y
consumo, mostrd ser mucho mayor para ambos grupos con dietas con CS por sobre el

grupo control (Fz,2y=15,67; p<}),0001; Véase Figura 23)

Diuca diuca

El andlisis de componentes principales en Diunca diuca agrupd las mismas variables
analizadas anteriormente en 3 componentes principales que dan cuenta del 51,4% de Ia
varianza total (Tabla 3). EI componente principal 1 (DCP1) se relaciona positivamente
al largo y masa de la cloaca y negativamente al consumo de agua y alimento y la egesta.

El segundo componente (DCP2) se asocié positivamente con el largo del intestino
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delgado, la asimilacién de energfa y la Da. Por iiltimo el tercer componente (DCP3) se
debid a una asociacién negativa con la masa medular, sin embargo, la masa de la corteza
y el porcentaje de médula también son rasgos que aportaron @ la varianza explicada por
este cotnponente. Las puntuaciones para el DCP1 resultaron ser menores en las dietas
con CS, respecto a la dieta control (F, 17-9,75; p<0,01), es decir menores tamafios de
cloacas y un mayor consu-mo de agua y alimento; y una mayor egesta asociado al
consumo de CS. En tanto las puntuaciones del DCP2 no mostraron diferencias
significativas entre dietas (F, 17=2,08; p=0,16), aunque se observa que individuos de D.
diuca con dieta AT poseen valores menores (i.e. digestibilidad, asimilacién y largo de
intestino) que bordean la significancia respecto al control (LSD, p=0,059). El tercer
componente principal en D. diuca, asociado a la morfologia renal, mostr$ diferencias

entre tratamientos dietarios ( Fpz, 17=5,79; p<0,05) particularmente entre las dos dietas

con CS, en donde [a dieta control presentd valores intermedios (véase Fi guras 24 y 25).
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Tabla 2: Andlisis de componentes principales basado en caracterfsticas moriofisioldgicas
de Zonotrichia capensis aclimatados a dietas con distintas cargas de CS. Valores de las
variables mds fuertes > 0,75 para cada componente son mostradas en negrita,

Caracteristicas de Z. capensis ZCP1 zCr2

Masa corporal -0,0525 04216
PTAE 00952 05930
T™MB 00866  0,7360
Alimento consumido -0,0052 08212
Fecas producidas 0,0350  0,6628
Digestibilidad 00,1077 02547
Agua Consumida -03605 02543
Asimilacidn -0,0175 0,7722
Corazén 04521 02029
Molleja 00351  0,3808
Higado 06500 -0.2850
ID masa -0,0731  0,7036
IG masa -0,0604 0,3425
Largo ID 04989 02634
Largo IG 03705 05550
Larg cloaca 02074  0,1396
Masa Rifién Izq 0,7951 -0,2343
Masa médula 09378 -0,0914
Masa corteza 08391 -D2832
N°® Conos 0,7097 03,3614
Largo Conos 03782 0,1283
% Médula 0,7828 -0,0239
Glucurénico mg/dia 00064 04921
Auntovalores 593 5725
Varianza (%) 2197 1947
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Tabla 3: Andlisis de componentes principales basado en caracteristicas morfofisioldgicas
de Diuca dinca aclimatados a dietas con distintas cargas de CS. Valores de las variables
mds fuertes > 0,75 para cada componente son mostradas en negrita.

Caracteristicas de D. dinca DCPI DCP2  DHCP3

Masa corporal 04673 03585 02843
PTAE 0,1461 0,0549 0,0583
TMB -02134 00629 04702
Alimento consumido -0,7642 05118 -0,1093
Fecas producidas -0,7818 -0,1244 0,1272
Digestibilidad 0,1830 0,8601 -03500
Agua Consumida -0,7784 10,1926 -03148
Asimilacién -0,5512  0,7508 -02196
Higado 00753 00935 073857
ID masa 0.1324 06234 073263
IG masa 0,3618 03335 -0,0823
Cloaca masa 0,7115 0,1577 -0,0992
Largo ID 0,0807 08364 02048
Largo IG 0,0676 03904 02244
Larg cloaca 0,723 -0,1282 0,2008
Masa Riii6n Izg 04951 -0,1344 -05014
Masa médula 0,1654 -0,1816 -0,8071
Masa corteza 05660 0,0244 -0,6302
N° Conos -0,0353  0,0460 0,3260
Largo Conos 04107 05060 0,1313
% Médula -0,0333 -0,1140 -0,6809
Glucurénico mg/dia -0,6602 -0,1456 -04306
Autovalores 48135 34032 30800
Varianza (%) 21,88 1547 14,00
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Figura 23: Puntuaciones por tratamiento dietario para cada uno de los Componentes
Principales de las variables morfofisioldgicas de Z. capensis. Letras denotan diferencias
significativas. Puntuaciones mostradas como promedio 2 error estdndar. Siglas como en
Figura 1.
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Figura 24: Puntuaciones por tratamiento dietario para los Componentes Principales 1y 2
de las variables morfofisioldgicas de D. diuca. Letras denotan diferencias significativas.
Asterisco denota p < 0,06. Puntuaciones mostradas como promedio * error estdndar,

Siglas como en Figura 1.
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Figura 25: Puntuaciones por tratamiento dietario para el Componente Principal 3 de las
variables morfofisioldgicas de D. dinca. Letras denotan diferencias significativas.
Puntuaciones mostradas como promedio + error estdndar, Siglas como en Figura 1.
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Discusién

Los resultados del ACP revelaron similitudes entre ambas especies en cuanto a que los
componentes se separan entre dos categorfas: a) los pardmetros digestivos y energéticos,
y b) la morfologia renal. Debido a esto, resulta conveniente analizar los resultados en
base a este patrdn.

En primer lugar se pueden establecer equivalencias entre el ZCP2 y DCPl y
DCP2 como componentes que ;axplican las variaciones en torno a la capacidad digestiva
y energética en cada eépecie. A su vez estos componentes que [lamaremos “capacidad de
procesamiento de energia” contrastan significativamente entre los tratamientos con CS y
la dieta control. Sin embargo, las variaciones ocurren de manem opuesta para cada
especie. Por otro lado los componentes ZCP1 y DCP3, establecen las variaciones en
torno a la morfologfa renal o el “componente de osmorregularcién”,»en los cuales se

puede destacar: la mayor variabilidad en Z. capensis, y en ambas especies un efecto

contrastante entre las dietas con compuestos secundario, AT y EO.

~

Digestion, costos energéticos v tolerancia

Los pardmetros de la capacidad de procesamiento de energfa muestran que existe
una respuesta totalmente diferenciada entré Diuca diuca Y Zonotrichia capensis ante el
consumo de CS. Segiin Foley & McArthur (1994) los animales pueden utilizar dos tipos
de estrategias para enfrentar el consumo de CS, la estrategia pre-absortiva y la post-
absortiva, las cuales corresponderian a D. diuca y Z. capensis, respectivamente, Los

efectos pre-absortivos se definen como aquellos en los cuales los CS diluyen la calidad
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de la dieta o impiden su correcta absorcién, En este caso, individuos de D. diuca
expuestos a dietas con CS poseen menores largos y masas totales de su intestino, lo que
podria resultar en una menor superficie expuesta a fos xenobidticos impidiendo su
absorci6n. Este fendmeno se puede explicar por la mayor permeabilidad paracelular que
existe en aves (Caviedes-Vidal et al, 2007), 1a cual permite una absorcién facilitada de
compuestos solubles en agua, tanto nutrientes como CS (Karasov et al, 2012). Nuestros
resultados sugieren la existencia de un compromiso constante entre la energfa de los
nutrientes pasivamente absorbidos y los costos metabdlicos de eliminar los CS
absorbidos colateralmente.

Paralelamente, este menor tamaiio del intestino tendria un costo asociado, que se
traduce en una cantidad de nutrientes no absorbidos o defecados, frente a una ingesta
similar entre los tres tratamientos experimentales. Esto se evidencia al observar una
tendencia a la disminucién de la digestibilidad en diucas que consumen mayor cantidad
de CS, y ademds en 1a presencia de una correlacién positiva y significativa entre el largo
del intestino y la digestibilidad aparente (Figura 10). Sin embargo, en la actividad
enzimdtica total no encontramos diferencias entre tratamientos, por lo que la adquisicién
de energia no se veria limitada por la hidrélisis enzimdtica de un intestino de menor
tamafio, lo que a su vez explicaria la constancia del tamafio corporal entre los
tratamientos experimentales,

Una hipétesis altemat’iva a los costos que tendria el menor tamafio del intestino
supone que efectivamente la adquisicidn de energia se vea limitada, no por la tasa de
hidrélisis enzimdtica total que se mantiene estable, sino por un menor tiempo de
retencién del alimento en el tracto gastrointestinal producio de los menores largos del

intestino en individuos de D. diuca sometidos a la ingesta de CS. De esta manera el
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presupuesto energético podria disminuir y afectar a otras actividades del individuo. En
este sentido, Sorensen et al (2005) llega a conclusiones similares al estudiar dos especies
aclimatadas al consumo de CS, en la cualﬁ el presupuesto energético de la especie
especialista en CS duplica al de la especie no adaptada a.su consumo. Cabe destacar que
si bien en Diuca diuca la TMB no varfa entre tratamientos, ésta no debe ser tomada
como una medida de gasto energético total, de modo que la disminucién del presupuesto
energélico podria ser observado en el gasto energético en actividad (Ricklefs et al, 1996;
Wiersma et al, 2003).

Por otro lado, los efectos post-absortivos se relacionan con costos en la excrecion de Ias
toxinas (i.e detoxifiacién), los que son mds evidentes en Z. capensis. Asf, frente a las
diferentes dietas experimentales, esta especie mantiene su digestibilidad aparentemente
constante, sin embargo, aumenta la ingesta de alimento diario, la asimilacién neta de
energia y su metabolismo basal cuando son alimentados con una mayor carga de
compuestos secundarios. Hagerman et al (1992) sefiala que el dcido tdnico puede ser
degradado antes de formar complejos con protefnas en el intestino, siendo absorbido por
el organismo. El que un aleloquimico sea absorbido permitiria mantener la digestibilidad
del animal, permitiendo el consumo de plantas con estos compuestos secundarios, pero
pagando un costo energético al tener que procesar dicha toxina. La tolerancia a la
absorcién de los CS estarfa relacionada a un aumento en la sfntesis de protefnas
relacionadas con el proceso de detoxificacién, provocando el aumento del metabolismo
- (Foley & McArthur, 1994; Silva et al, 2004). En Z. capensis observamos que ante el
consumo de dietas con CS los individuos elevan su consumo de alimento y metabolismo

basal, pero sin esclarecer la relacién cansal entre estas dos variables. En este sentido,
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lltius & Jessop (1995) proponen un modelo en el cual un organismo enfrentado al
consumo de dcido tdnico, deberia aumentar la ingesta debido a que de esta manera se
obtendrfa una mayor cantidad de energia disponible para los mecanismos de
detoxificacion, La respuesta pldstica de Z. capensis apoya este hipdtesis, sin embargo, D,
diuca no responde de la misma manera. La respuesta propuesta por este modelo podria
ser sostenida solamente bajo el limite de saturacién de la via metabélica del dcido
glucurénico, el cual es mucho mayor en Z, capensis. (Rios et al, 2012b). Segtn el
modelo de Illius & Jessop (1995) el porcentaje de aumento del costo metabélico seria
marginal, la disminucién en el rendimiento energético debido a los CS no serfa
sustancial y la disuasion tendria un efecto mayor en animales bajo estrés nutricional, Por
ejemplo, la reduccién de la ingesta de determinados aminodcidos en ratas reduce la
capacidad de conjugacidn de toxinas (Glazenburg et al, 1983). Con esta estrategia, Z.
capensis obtendrfa 1a energfa necesaria para el gasto asociado a la detoxificacién a través
del aumento en la ingesta de alimento y serfa capaz de mantener su presupuesto

energético de actividad sin una alteracion evidente en su desempeiio biolégico.

Cabe destacar que la excrecién de dcido glucurénico existente en las dos especies da
cuenta de que no existirfa una dicotomfa absoluta entre las estrategias pre y post
absortivas ya que ambas especies incorporan CS, aunque en diferentes cantidades. Es
importante tener en cuenta que en nuestra experiencia, la mayor cantidad de dcido
glucurénico excretado por Z. capensis se debe a una mayor tasa de consumo de alimento
con compuestos fendlicos; lo que a su vez se explicarfa debido a que los limites de
saturacion para la via del dcido glucurdnico son notablemente mayores en Z, capensis
que en D. dinca (Rios et al, 2012b), permitiéndole consumir mds fenoles provenientes de
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la dieta generalista que presenta esta especie y evidenciandolsu estrategia post-absortiva.
Esta mayor tolerancia a fenoles mostrada por Z. capensis podria estar acompafiada por
otros mecanismos de detoxificacién que pueden operar en las aves, tales como la
conjugacion con omitina (Jakubas et al, 1993a; Gugliclmo et al, 1996) y/o la accién de
glicoproteinas-P en las membranas de los enterocitos intestinales (Green et al, 2005).
Estas glicoprotefnas-P expuls.an a los CS hacia la luz del intestino evitando asi la
absorcién de toxinas. Algunos estudios, han evaluado este mecanismo en otras aves
omnivoras como Gallus gallus y Turdus migratorius (Green et al, 2005) lo que plantea

la necesidad de realizar mds estudios experimentales.

Segiin Bartholomew & Cade (1963), MacMillen (1990) y o que hemos establecido en
estudios previos (Barceld et al, 2012), las especies granivoras estrictas, como D. dinca,
tendrian una mayor tolerancia a la deshidratacién y un mayor desarrollo de la estructura
y funcién renal. Esta capacidad permitirfa a esta especie no depender de alimentos altos
en contenido de agua preformada en la época estival, tales como frutos de 0. Sicus-
indica, lo que si ocurre en Z capensis (LESpeZ—CaIIeja, 1995). Esta presién
osmorregulaoria sobre Z, capensis explicaria su mayor plasticidad dietaria en la cual
“a
asumiria los costos por el mayor consumo de frutos de tuna, habiendo generado una
magquinaria fisioldgica para hacer frente al consumo de CS, comin en esta especie. En
esta via, Rios et al. (2012a y b) describen que especies generalistas como Z. capensis
serfan mds tolerantes a los CS que especies especialistas graminivoras (i.e. sdlo se
alimenta de semillas de gramineas las cnales contienen menor concentracién de C8), al

poder expresar mayor cantidad de dcido glucurdnico ante un evento agudo de

intoxicacion. Sin embargo, este escenario podria revertirse si se compara a Z. capensis
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contra un especialista granivoro que consumiera mayormente semillas con alto

contenido en CS.

Morfologia renal v balance hidrico

En Z. capensis los efectos de las dietas con CS sobre la morfologia del rifisn son mds
pronunciados que en D. Diuca, probablemente por la estrategia post-absortiva presente
en Z. capensis. El mayor consumo de CS debe ser filtrado y excretado a través del rificn
(Foley et al, 1995) lo que producirfa un mayor impacto sobre el 6rgano. En este sentido
en esta especic se observan variaciones considerables en todas las variables del
componente e excrecion (ZCP1, i.e.: tamafio de rifién, masa de la médula ¥y corteza
renal, porcentaje de la médula y el mimero de conos medulares). Sin embargo, el efecto
sobre el componente de excrecién difiere entre ambas dietas con CS. Esto podria
explicarse por la distinta naturaleza de los CS administrados en cada una de las dietas,
en donde la dieta EO comprende una mayor variedad de compuestos fendlicos, ademds
de algunos alcaloides y terpenos (Lee et al, 2003; ‘Saleem et al, 2006). Si bien la
concentracion de fenoles totales es menor en la dieta EO que en la dieta AT, un tipo
diferente de CS podria producir un efecto mayor sobre la morfologfa renal. Esta
diferencia en la réspuesta morfoldgica del rifién antes dos distintas dietas con CS esta
presente tambicn en D. Dinca, aunque en menor medida debido al menor consumo y
absorcién de los CS y en donde el resultado solamente se hace evidente en el ACP
(Figura 25). Por otra parte, en D. diuca se observan efectos en distintos atributos
relacionados a la homeostasis hidrica, tales como el largo de los conos medulares, el

consumo de agua, la perdida de agua evaporativa y el largo y masa de la cloaca.
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La atrofia del intestino en su totalidad para evitar una mayor absorcién de CS en
D. diuca (Figura 10) podria tener también consecuencias sobre el balance hidrico. Junto
con una atrofia intestinal también disminuye el largo y la masa de la cloaca (Figuras 15
y 16), lo que podria afectar la capacidad de absorcién de agua, que en aves depende
también de esta seccidn del sistema digestivo (Schmit-Nielssen, 1997; Braun, 2003). A
su vez, esto afecta la capacidad de mantener la homeostasis hidrica y por lo tanto sobre
la estructural renal. La disminucién de la PTAE y/o el aumento en la ingesta de agua en
diucas bajo dietas con CS, seria una forma de compensacién a la di;minucién de la
capacidad de absorcién de agna en la cloaca, siendo una respuesta indirecta a la
cantidad de CS en su dieta.

De acuerdo a esta evidencia, resulta contraintuitivo el que se observe un menor
largo de los conos medulares en los individuos aclimatados a dietas con CS, lo que se
relacionarfa directamente con menores largos de la asa de Henle y una menor capacidad
de concentrar la orina (Pefia-Villalobos et al, 2013). Esto podria explicarse porque las
otras estrategias parz la mantencién adecuada del balance hidrico, las cuales son un
mayor consumo de agua en €l tratamiento EO y una menor PTAE en las dos dietas con
CS (EO y AT), actuarfan antes-y de manera sobrecompensatoria, de modo que el menor
largo de conos podria estar relacionado a un balance hidrico positivo para esas aves.

Si bien una estrategia conductual (i.e. aumento del consumo de agua), puede ser
concebida que ocwrra antes que modificaciones morfolégicas, no es claro cémo la
flexibilidad en la PTAE podria ser generada y los mecanismos que llevan a una menor
perdida de agua evaporativa ro sor del todo claros en nuestro estudio. La PTAE se
divide en la pérdida de agua respiratoria (PAR) y pérdida de agua cutdnea (PAC), siendo
esta iltima la de mayor importancia, representando en promedio un 635,1% de la PTAE

=
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(Ro & Williams, 2010). La modulacién de la PAR se ha asociado principalmente a la
variacion de la frecuencia respiratoria @ consecuencia de cambios en la actividad
metabdlica (Coopers & Withers, 2009) o por conductas termorregulatorias (McKechnie
& Wolf, 2004). En tanto se ha demostrado que la PAC puede ser afectada por cambios
en el flujo sanguineo de la piel (Ophir et al, 2004) y se ha reportado que .algunas aves
sometidas a estrés hidrico pueden incrementar la capa lipfdica del estrato corneo,
reduciendo asi la pérdida de agua a través de la piel (Williams et al, 2012). Sin embargo,
la ;gran mayorfa de los estudios respecto a la flexibilidad de la PTAE se refieren a
condiciones de aridez-humedad asociada a la temperatura, y no a la restriccién hidrica
per se. Excepciones a esto son Jos estudios experimentales con aclimataciones a
humedades contrastantes y temperatura constante publicados por Moen et al (2005) en
donde evidencian respuestas pldsticas a corto plazo (i.e. 10 dias) de la PTAE en
serpientes vipéridas; y de manera similar, Mufioz-Garcia et al (2008) observan
variaciones de la perdida de agua cutinea en Passer domesticus tras 3 semanas de
aclimatacién. Asf, la existencia de respuestas diferenciadas para la mantencién del
balance hfdrico entre los tres tratamientos dietarios resufta aun compleja, y los
mecanismos que subyacen y explicarian cada respuesta debiesen ser investigados con
mayor detalle, En este sentido, el efecto diurético de muchos CS incide en una posterior
ingesta de agua (Mangione et al, 2004) lo cual puede vérse facilitado en condiciones de
laboratorio o en ambientes mésicos, pero representa un severo desafio para aves de
ambientes dridos. En este caso, modificaciones estructurales para la conservacion del
balance hidrico responderian ante lo requerido en ambientes con baja disponibilidad de

-
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50




Conclusiones

Esta tesis establece que existen distintos mecanismos que se podrian gatillar para
enfrentar el consumo crénico de CS en aves. Estas distintas estrategias, estarian
relacionadas con la ecologia y Ia historia evolutiva de cada especie. En este sentido, Rios
et al, (2012b) establece que Diuca diuca serfa una especie poco tolerante a la ingesta de
CS, sin embargo, esto podrfa variar de acuerdo a adaptaciones locales que estén
relacionadas con la dieta natural, como lo dernuestran estudios previos (Mangione et al,
2000). Tal es el caso de las poblaciones trasandinas de Quebrada de la Plata y Mendoza
que varian considerablemente en el consumo de dicotileddéneas y por lo tanto de CS. En
¢l presente estudio, bajo los niveles de consumo de CS analizados no se puede establecer
con claridad cual de [as especies tendria una mejor respuesta al consumo de CS. En este
sentido, las distintas estrategias usadas por el chincol y la divca para hacer frente el

consumo de CS les permite mantenerse sin mayores problemas consumiendo de manera

cronica alimentos con compuestos secundarios.

El impacto del consumo de CS es multisistémico y existen diversos pardmetros
que escaparon de nuestro andlisis y que por lo tanto debieran ser incluidos en futuras
investigaciones. Una mayor profundizacién er los gastos de energia a través de
mediciones de gasto energético diario, gasto en actividad y metabolismo mdximo; asi
también como un estudio del balance hidrico mediante métodos que permitan la
determinacién de la concentracién y composicién de la orina, podrian ser itiles para el
mejor entendimiento de los efectos fisiol6gicos del consumo de CS en aves y las

limitaciones fisiolGgicas que su consumo supone. Por ultimo nuestros resultados
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revelaron que la respuesta organismica puede ser diferenciada tanto en sentido como en
magnitud dependiendo de los CS consumidos y de Ia fisiologia del consumidor, por lo
que es importante realizar los estudios con otros aleloquimicos de relevancia ecoldgica.
Dichos estudios podrdn contribuir al conocimiento especifico de los efectos del consumo
de dietas con compuestos secundarios y explicar en parte las preferencias alimentarias

de las aves.
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