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Resumen

Cuando los organismos 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, las hormonas adrenales, neurotrasmisores, y citoquinas
del sistema inmune, entre otros. Particularmente, los glucocorticoides son mediadores
que han sido ampliamente estudiados en los filtimos afios, y corresponden a hormonas
liberadas por la corteza adrenal en respuesta a una cascada de secreciones peptidicas
originadas en el hipotalamo. Se ha observado que cuando el costo de mantener la
homeostasis (i.e., carga alostatica) 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 la historia de vida. En este trabajo se utiliz6 el protocolo de
estrés de captura para comparar la respuesta adrenocortical al estrés de la especie
Zonotrichia capensis {(chincol), a lo largo de un gradiente altitudinal. Las
concentraciones de la hormona fueron comparadas a los 0-3, 15 y 30 minutos desde la
capura, en chincoles reproductivos, provenientes de habitat de baja (Picarquin 593 m
s.n.m) y de alta altitud (La Parva, 2.529 m s.n.m). Los resultados mostraron que estos
ambientes diferentes no ejercen un efecto significativo en los niveles de corticosterona.
Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre los sexos, en donde los

machos tuvieron niveles hormonales mayores que las hembras.
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Abstract

When organisms experience stress conditions, they can trigger different flexible
responses allowing the maintenance of the homeostasis, and thus maintaining the life
systems, via a process called allostasis. This process has important mediators, such as
adrenal hormones, neurotransmitters, and cytokines, among others. Particularly,
glucocorticoid mediators have been broadly studied in recent years. Glucocorticoids are
released by the adrenal cortex in response to a cascade of peptide secretions originated
in the hypothalamus. When the organism has to cope with stressful predictable (e.g.,
seasonal change) or unpredictable (e.g., storm and natural disaster) events, that increase
the cost of maintaining homeostasis (i.e., allostatic load), the hypothalamus stimulates
the secretion of glucocorticoids, thus triggering different emergency life history stages.
In this study I used the capture stress protocol in order to compare the adrenocortical
response to handling stress in the species Zowotrichia capensis (Rufous-collared
sparrow) throughout an altitudinal gradient. Hormone concentrations were compared at
0-3, 15 and 30 minutes after capture, in birds breeding at low altitude (Picarquin 593 m
s.n.m.) and high altitude (La parva, 2529 m s.n.m.). Our results show no different
corticosterone concentrations between different environmentse. However, sexes showed
significant differences, with males having higher level of corticosterone concentrations

than females.
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1. Introduccion

1.1 El concepto de alostasis

En general el ciclo de vida de los vertebrados est4 compuesto por diferentes estados
secuenciales dentro de la historia de vida (Jacobs, 1996; Wingfield, 2005) como por
ejemplo, los estados reproductivos y no reproductivos de las aves. Estos estados, a su
vez, presentan un conjunto de sub-estados (e.g., maduracion de génadas, conductas
territoriales, cambios en el 4mbito de hogar, entre otros). La progresién temporal en la
que se desarrollan estos estados dependen de ciertas sefiales ambientales (e.g., cambios
en el fotoperiodo y/o en las temperaturas) que pueden ser percibidas por los individuos
para activar los estados relevantes que definen estos ciclos de vida predecibles (Jacobs
& Wingfield, 2000). Sin embargo, también existen eventos que no pueden ser
anticipados, i.e., perturbaciones del ambiente, los cuales requieren de un ajuste
inmediato de la fisiologia y de la conducta del individuo (Jacobs & Wingfield, 2000;
McEwen & Wingfield, 2003; Wingfield, 2003).

Este proceso de ajuste que involucra tanto eventos predecibles como impredecibles, se
encuentran descritos bajo el concepto de alostasis, que literalmente significa “estabilidad
a través del cambio” (McEwen, 2000; Schulkin, 2003; Sterling & Eyer, 1998). Este
término fue introducido para evitar la ambigiledad que se produce con el término de
estrés, el cual, desde sus origenes (véase Cannon 1932; Selye, 1946, 1956) ha
acarreando principalmente dos problemas. El primer problema guarda relacién con la
poca precision de la palabra, ya que puede llegar a abarcar 3 tipos de conceptos- el

estimulo que causa el estrés, las respuestas fisioldgicas y conductuales que se activan




por el estimulo y las consecuencias patolégicas derivadas de la sobre-estimulacion de las
respuestas de emergencia (Le moal, 2007; Romero, 2004). El segundo problema con el
concepto de estrés proviene por la incapacidad de definir rigurosamente estos 3
conceptos anteriormente descritos, los cuales quedan expresados en la imposibilidad de
responder inequivocamente a las siguientes 3 preguntas: (i) ;Cuéando el estimulo es un
estresor?, (il) ¢/Qué respuestas conductuales y fisiologicas son consideradas como
respuestas al estrés?, y (iii) ;En qué momento una respuesta de estrés que se considera
beneficiosa, se vuelve un problema patologico? El intento mas comun por resolver este
dilema ha consistido en definir como estresor a un estimulo que perturba o amenaza con
perturbar la homeostasis (e.g., Chrousos & Gold, 1992). Sin embargo, el término de
homeostasis tiene sus limitaciones ya que solo considera las modificaciones
morfolégicas, fisiologicas y conductuales después de que ya han ocurrido los cambios
ambientales (e.g., aclimatacién) (Wingfield, 2005). Por el contrario, la alostasis da
cabida a una serie de respuestas que incluyen tanto la capacidad de anticipar los
cambios ambientales, lo que eventualmente permite asumir de forma anticipada un
determinado estado de historia de vida, como también la capacidad de cambiar en
respuesta de un evento impredecible. Aunque en este Gltimo caso, por definicién, los
cambios ocurren después de que se manifiesta el evento (i.e., una forma de
aclimatacion), en este modelo se requiere de interruptores que anticipen los estados de
historia de vida antes de los cambios ambientales (Wingfield, 2005). Bajo esta mirada
tanto los eventos impredecibles (e.g., conflictos en las jerarquias sociales, la

competencia por un recurso, influencia de tormentas y desastres naturales, entre otros)




como los eventos predecibles (e.g., cambios estacionales que impulsan la migracion y la
hibernacién) son igualmente importantes, ya que el concepto guarda relacién con el
costo que sufre el organismo cuando los mediadores de la alostasis (e.g., hormonas
adrenales, neurotransmisores, citoquinas del sistema inmune, entre otros), encargados de
mantener la homeostasis de los sistemas esenciales para la vida (e.g., pI, temperatura
corporal, niveles de glucosa y tension de oxigeno), son secretados con demasiada
frecuencia o son administrados de forma ineficiente (McEwen, 1998; McEwen &
Wingfield, 2003). Para referirse a este costo, existe otro concepto que se denomina carga
alostatica, la cual puede ser descrita como el desgaste que acumula el individuo

(McEwen & Wingfield, 2003).

1.2 Rol de los glucocorticoides en los eventos de estrés

Dentro de los sistemas fisiologicos que responden al estrés, el eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA) y el sistema nervioso auténomo (particularmente la respuesta
simpatica de la medula adrenal) han sido ampliamente estudiados (McEwen &
Wingfield, 2003). Particularmente en el eje HPA ocurre una cascada de sefiales que
finalmente llevan a la produccion de glucocorticoides (GCs), hormonas que se
encuentran relacionadas con el sindrome de adaptacién general enunciado por Selye
(1946). Como veremos mas adelante, estas hormonas actlian como mediadores de la
alostasis y su secrecion tiene amplios beneficios adaptativos, sin embargo, cuando existe

una sobreproduccion y/o irregularidad en el funcionamiento del mediador, pueden tener




consecuencias dafiinas para el organismo (McEwen & Wingfield, 2003; Sapolsky et al.,
2000)

Los glucocorticoides, como la corticosterona, son hormonas secretadas por la corteza
adrenal en respuesta a una cascada de secreciones peptidicas originadas en el
hipotidlamo, incluyendo la glindula pituitaria anterior (Norris, 1997) y cuando no se
encuentra asociada a un tipo de globulina, la hormona ingresa a las células corticales
adrenales a través del torrente sanguineo interactuando con receptores de membrana (los
que regulan efectos de accién rdpida, dentro de unos pocos segundos o minutos) o con
receptores genomico intracelulares (que regulan los efectos de accion lenta, que
usualmente toman varias horas) (Breuner et af., 2003).

La accién de los GCs puede clasificarse en tres tipos (Norris, 1997; Sapolsky et al.,
2000). El primero se encuentra asociado al desarrollo, especialmente antes del
nacimiento. El segundo involucra el proceso del post-natal, en donde los niveles basales
de la hormona, que cambian con el tiempo del dia y la estacion, estan involucrados en la
regulacion de la glucosa (especificamente, los transportadores de glucosa de las células),
en los efectos de la osmoregulacién a través de la actividad de canales i6nicos, y la
interaccidn con el sistema inmune. El tercero esta relacionado al aumento de la secrecion
de glucocorticoides en respuesta a un amplio espectro de perturbaciones ambientales, a
menudo denominado estrés (Wingfield, 2008). De esta manera estas hormona del eje
hipotaldmico-hipofisiario-adrenal se encuentra regulando varios aspectos de la fisiologia
y del comportamiento de vertebrados (Sapolsky et al., 2000) y sus niveles altos en un

evento de stress puede impulsar un estado de emergencia que puede incluir una serie de




respuestas como la supresion de procesos no vitales tales como la reproduccién, el
incremento de la gluconeogenis, 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
disminuir la carga alostdtica, concepto que también puede ser interpretado en funcién de
la demanda energética del organismo (Goyman & Wingfield, 2004; McEwen &
Wingfield, 2003). Sin embargo, cuando los eventos de estrés son constantes, las
secrecion de Ges puede llegar a un nivel cronico y producir la inhibicién del sistema
reproductivo, distrofia muscular, reduccién de la funcién inmune, reduccién de las tasas
de crecimiento, degradacién de proteinas (perdida de la musculatura), dafios
neuroldgicos (Sapolsky, 1993; Sapolsky et al., 2000; Wingfield & Romero, 2000),
llegando incluso a la muerte del individuo. De esta manera, existe un compromiso entre
los costos y beneficios de circulacion de la hormona (Wingfield ef al,, 1990; Ketterson
et al., 1992; Kitayski ef al, 1999). Por o tanto, teniendo en cuenta que los GCs controla
una serie de rasgos de la historia de vida de un animal, el sistema hormonal constituye
una primera etapa por la cual los individuos se adaptan a diferentes ambientes (Denver
et al., 2010). Dentro de este contexto y para los fines de este trabajo, la palabra estrés
serd utilizada para describir aquellos eventos que pueden ser percibidos como una
amenaza y que desencadenan respuestas fisioldgicas y conductuales como parte del
proceso de alostasis, en donde también se incluyen aquellos eventos que resultan

normales dentro del ciclo de vida (McEwen & Wingfield, 2003).




1.3 Condiciones ambientales y esfuerzo reproductivo.

Varios estudios han puesto gran interés en el comportamiento y la fisiologia de aves que
se encuentran viviendo en zonas de altas latitudes (Astheimer et al., 1994; Wingfield et
al., 1994; Wingfield et al., 1995; Astheimer et al., 1995; Romero et al., 1997; Romero et
al., 1998; Wingfield et al., 2008). Por ejemplo, los ambientes érticos se caracterizan por
presentar estaciones reproductivas cortas, eventos climéticos impredecibles,
disponibilidad de comida variable y fluctuaciones en el numero de depredadores que
pueden exacerbar la ya alta demanda energética que generan los eventos reproductivos
y el cuidado parental. Precisamente en estas circunstancias la activacién del eje
hipotaldmico—pituitario-adrenal (HPA) puede realizar una serie de cambios fisiologicos
y conductuales que ayudaran a enfrentar estos eventos de estrés (Pereyra & Wingfield,
2003; Wingfield & Hunt, 2002).

Diversos estudios han comparado y han descrito las semejanzas entre estos ambientes de
alta latitud con los ambientes de alta altitud (e.g., Boonstra, 2004; Astheimer ef al.,
1995; Morton, 1978; Morton & Sherman, 1978). Sin embargo, son escasos los estudios
que han evaluado los efectos que tiene la altitud en el estado de estrés a través de los
niveles de corticosterona (Bears et al., 2003; Richardson er al., 2003). Al igual que en
ambientes articos, los habitat de mayor elevacién presentan estaciones reproductivas
mads cortas, frecuentes tormentas y climas extremos (Sabo, 1980; Bears, 2002). De esta
manera, al igual que en algunas especies articas que suprimen los niveles de
glucocorticosterona frente a factores de perturbaciones labiles (Astheimer et al, 1995;

wingfield et al., 1998; Romero et al.,, 2000; wingfield et al, 2002), se espera que en




estos hdbitats de alta altitud las especies de aves presenten supresion de la sensibilidad
adrenocortical durante los perfodos reproductivos. Por otra parte, dado que las demandas
energéticas de por si ya son alta durante este periodo, principalmente por el cuidado que
prestan los padres a su descendencia (Clutton Brock, 1991), esperariamos que la
respuesta adrenocortical entre sexos, refleje el cuidado parental que asignan machos y/o
hembras en el cuidado de sus crias.

La especie Zonotrichia capensis (chincol) representa un buen modelo para estudiar los
cambios asociados a esta hormona, ya que su amplio rango de distribucion, el que va
desde el sur de México hasta el sur de Argentina y Chile (Kalma, 1970) permite
observar poblaciones de este paseriforme en zonas que poseen condiciones ambientales
muy diferentes. Particularmente esta especie puede encontrarse a lo largo de un
gradiente altitudinal que va desde los 0 hasta los 5300 m s.n.m. (Chapman, 1940; Davis,
1971). Los habitats que se encuentran a grandes altitudes presentan condiciones
restrictivas para el organismo en donde la variabilidad climatica, las bajas temperaturas,
la nieve y la menor disponibilidad de alimentos (Pereyra & Wingfield, 2003) pueden
exacerbar la actual demanda energética sobre todo en la estacidn reproductiva (King,
1974; Walsberg, 1983). Es por esta razén que muy pocas especies son capaces de
sobrevivir en estas condiciones climéticas, lo que se ve reflejado en el descenso de la
diversidad de especies tanto en habitats de altas latitud como altitud (Billings &
Mooney, 1968). Una gran cantidad de investigaciones se han realizado en esta especie
debido a su amplio rango de distribucion, lo que ha permitido abordar como este tipo de

ave responde a diferentes ambientes a través de cambios conductuales y/o fisiologicos




(Busch ef al., 2010; Cheviron & Brumfield, 2009; Cavieres & Sabat, 2008; Wada ef al.,
2006; Van Dongen, Maldonado, Sabat & Vasquez, 2010). En este trabajo, se propuso
investigar la influencia de la altitud y el sexo sobre la respuesta de estrés medida en esta
especie utilizando el glucocorticoide, glucocorticosterona, como un indicador del estado
fisiologico de las aves. Para esto se compararon los niveles basales de la hormona y la
sensibilidad adrenocortical entre dos poblaciones pertenecientes a la cordillera de Los
Andes y al valle central de Chile.

1.4 Hipotesis

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se plantearon dos hipétesis:

1- Los individuos de la especie Zonotrichia capensis que viven en habitats de alta
altitud presentan una supresién de la sensibilidad adrenocortical durante los
periodos reproductivos lo cual les permite mantener o aumentar su adecuacién
bioldgica frente a condiciones climaticas adversas.

2- Dado que la época reproductiva es un periodo de alta demanda energética,
principalmente por el cuidado que prestan los padres a su descendencia, los
individuos que inviertan mas energia en el cuidado parental, presentarin una
supresion de la respuesta adrenocortical. En el caso de Zonotrichia capensis, se
espera que las hembras gasten mds energfa en el cuidado parental que los

machos.




1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Determinar si existen diferencias en la respuesta adrenocortical de dos poblaciones de

chincoles que habitan altitudes contrastantes

1.5.2  Objetivos especificos

a) Describir como cambian los niveles de corticosterona bajo el protocolo de estrés de
captura y manipulacién, en dos poblaciones de chincoles que habitan ambientes de
diferentes altitudes (Picarquin y La Parva, 593 y 2529 m s.n.m. respectivamente).

b) Comparar la respuesta adrenocortical entre poblaciones.

¢) Comparar la respuesta adrenocortical entre los sexos.

d) Comparar rasgos morfoldgicos entre las diferentes poblaciones.




2. Materiales y Métodos
2.1 Sitios de estudio

Los ejemplares de Z. capensis fueron capturados en dos sesiones de muestreo durante el
afio 2010. La primera fue realizada en (i) Picarquin durante los primeros dias de
noviembre. Esta localidad pertenece a la comuna de San Francisco de Mostazal ubicada
aproximadamente 60 km al sur de Santiago (33°57°34,42°"S 70°37°41.037°0; elevacion
593 m s.n.m). El segundo muestreo se llevd a cabo durante la primera semana de
diciembre en (ii) La Parva, localidad ubicada 65 km al noreste de Santiago

(33°20°42.70°"S 70°18°10.88"70; elevacion: 2529 m s.n.m).

Los sitios de estudio se encuentran dentro de Chile central, zona que presenta un tipo de
clima mediterraneo (di Castri & Hajek, 1976) con una marcada estacionalidad tanto en
las temperaturas como en las precipitaciones. Sin embargo esta descripcién no considera
el gradiente altitudinal y es por esta razén que La Parva, a diferencia de Picarquin,
presenta un clima de alta montafia, Santibéfiez y Uribe (1990), basados en los datos
disponibles para la regién Metropolitana, han clasificado el clima de alta montafia de
esta zona como un clima templado mediterrdneo microtermal subhumedo. Las
precipitaciones ocurre durante los meses de invierno, principalmente en forma de nieve
(Rozzi et al., 1989), con estimaciones anuales de 400-900 mm para las altitudes por

sobre el limite arboreo (Arroyo et al., 1982, Santibafiez & Uribe, 1990).
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Fig. 1. Areas de muestreo de Z capensis. (a) La Parva, localidad ubicada en la comuna

de Huechuraba sobre los 2529 m s.n.m. (b) Picarquin, localidad ubicada en la comuna de
San Francisco de Mostazal, a 593 m s.n.m.
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La temperatura media anual de La Parva bordea los 6 ° C (Cavieres et al., 1998)
mientras que en verano, las temperaturas medias bordean los 10 °C. Vegetacionalmente
esta zona corresponde al limite altitudinal superior del matorral sub-andino,
caracterizado por la dominancia de arbustos achaparrados como Chugquiroga
oppositifolia, Berberis empetrifolia, Nardophyllum lanatum, y la presencia de especies

anuales como Chaetantera spp (Arroyo et al., 1981; Cavieres et al., 1998).

Por otro lado Picarquin se encuentra dentro de la regién del Libertador Bernardo
O’higgins en donde la temperatura media anual bordea los 13,1° C, mientras que en
verano, las temperaturas bordean los 18°C (Direccién Meteoroldgica de Chile, 2010).
Vegetacionalmente esta zona se encuentra dentro de la region ecolégica del matorral y
del bosque esclerdfilo, subregion del bosque esclerdfilo en ia denominada unidad del
bosque escleréfilo de la pre-cordillera andina (Gajardo, [994). Las principales especies
arbéreas o arbustivas que se encuentran en dicha formacion corresponden a las
siguientes: Acacia caven (Espino), Maytenus boaria (Maitén), Solanum ligustrinum
(Natri), Muehelenbeckia hastulata (Quilo), Eucaliptus globulus (Eucalipto), Prunus
dulcis (Almendro), Rubus ulmifolius (Zarzamora), Quillaja saponaria (Quillay),
Cryptocarya alba (Peumo), Lithrea caustica (Litre), Colliguaja odorifera (Colliguay) y

Berberis chilensis (Richa).
2.2 Captura, medicion y toma de muestras de sangre

Las aves de Picarquin fueron capturadas entre las 7:00 h de la mafiana y las 13:00 h de la

tarde utilizando redes nieblas las cuales fueron monitoreadas constantemente. Para este
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primer evento de muestreo se lograron capturar 10 ejemplares de la especie (7 machos y
3 hembras), antes de que las precipitaciones de la segunda semana de noviembre
diezmaran las poblaciones de chincoles en todas ias zonas aledafias a la comuna de San
Francisco de Mostazal. En La parva las capturas se realizaron en tiempos menos
acotados, entre las 7:00 y las 18:00 de la tarde, con el fin de aumentar el nimero de
muestra, Asi durante la primera semana de diciembre se lograron capturar 16 individuos,
de los cuales solo a 12 (5 machos y 7 hembras) se les aplico el procedimiento de forma

completa.

Para atraer a los chincoles a las redes y facilitar la captura de los ejemplares, se
utilizaron reproductores de audio mp3 en sitios cercanos a las redes con la grabacion de
un con-especifico. Posteriormente, se empled el protocolo de estrés de captura (véase
Wingfield ef al,, 1997) para medir la sensibilidad adrencortical que se encuentra
determinada por el incremento de la circulacién de corticosterona en respuesta a la

captura y la manipulacidn de los individuos. (Wingfield, 1994),

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 pl y 70
pl de sangre en microtubos heparinizados para tener una medida del nivel de circulacién
basal de la hormona, la cual no aumenta hasta los 3 primeros minutos después de la
captura (véase Wingfield, Smith & Farner, 1982; Kitaysky, Wingfield & Piatt, 1999).
Terminada la primera extraccion, las aves fueron colocadas en bolsas de género y

sacadas nuevamente a los 15 y 30 minutos siguientes para repetir el procedimiento,
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Entre los periodos de extraccion las aves fueron sexadas en funcién de la presencia o
ausencia de la protuberancia cloacal (presente durante la época reproductiva). También
esta instancia fue aprovechada para medir los rasgos morfolégicos utilizando un
dinamémetro para la masa, reglas con topes para medir el largo del ala y de la cola y un
pie de metro empleado para medir el tarso y el culmen. En la mayoria de las especies
estudiadas, este régimen de muestreo no ha debilitado a las aves en ningiin aspecto,
razon 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).
2.3 Andlisis de corticosterona

Los microtubos 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 ul se extrajo el plasma y se almaceno 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, lugar en donde se llevaron a cabo los radicimunoensayos para determinar

las concentraciones plasmaéticas de la hormona glucocorticosterona.
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2.4 Analisis estadistico

Para realizar los andlisis estadisticos se utilizo el Sotware Statistica 7. A todos los datos
se les realizo pruebas de normalidad (i.e., test de Shapiro-Wilks) y de homogeneidad de
varianza (i.e., test de Levene). En los casos en que la prueba estadistica correspondia a
un andlisis de varianza de medidas repetidas, los datos también fueron evaluados para el
supuesto de esfericidad. Cuando una variable no presentaba distribucién normal, los
datos fueron transformados y normalizados (utilizando logaritmo natural) con el fin de
seguir utilizando la estadistica paramétrica y modelos lineales (GLM). Antes de
comparar las dos poblaciones, y debido a que los animales utilizados en la poblacién de
alta altitud (La Parva) fueron capturados durante un rango amplio de horario diurno, y
cdmo es posible que los perfiles hormonales cambien a lo largo del dia, dichos animales
fueron separados en dos grupos control, segtin la hora de captura (i.e., antes y después de
las 13:00 h). Mediante un Andeva de medidas repetidas de dos vias se observd que los
dos grupos no presentaban diferencias significativas (F= 0,06, df= 1, p=0,81) entre los
horarios de captura, razén por la cual se consideraron como un tnico grupo. Cuando el
Andeva indicaba diferencias significativas en alguna variable (tiempo, sexo, altitud), se

procedi6 a realizar la prueba a posteriori de Tuckey.

Para darle un mayor poder estadistico a los resultados obtenidos para el sexo (debido al
bajo mimero de muestras por localidad), se realizaron dos pruebas. Un Andeva de
medidas repetidas de dos via que considera sexo y altitud y otro que considera solo el
sexo (macho-hembra). Esta tltima prueba se llevo a cabo después de observar que la

altitud no tuvo ningtn efecto en la respuesta adrenocortical.
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3. RESULTADOS

3.1 Respuesta al estrés dentro de las elevaciones

Tanto en machos como hembras la forma de la respuesta al estrés no fueron diferente

dentro de cada elevacién (Interaccion Sexo* Tiempo: F= 0,27; df= 1; p > > 0,05. Fig.

2). En las dos localidades es posible observar como los niveles de corticosterona se

elevan después de transcurrir el tiempo de captura (Andeva de medidas repetidas de dos

vias: F=22,71; df=2; p <0,00001). Sin embargo, el incremento solo fue significativo

durante los primeros 15 minutos (Test de Tukey p < 0,0001), ya que posteriormente no

se observo un aumento considerado.
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Fig. 2. Concentraciones de corticosterona (media = EE) en funcién del tiempo de captura y
manipulacion, a) Animales capturados en La Parva (2529 m s.n.m), 5 machos y 7 hembras, b)
Animales capturados en Picarquin (593 m s.n.m.), 7 machos y 3 hembras. (t1=0-3min., t2=
[5min, t3= 30min.). Las barras negras indican ausencia de diferencias significativas entre los

puntos conectados.
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3.2 Efecto de la elevacién en la respuesta al estrés

La elevacion no se correlaciond con los niveles basales ni con los niveles de estrés
inducidos. Si diferenciamos los individuos por localidad y por sexo, la altitud no
presenta un efecto significativo sobre los niveles de corticosterona (Andeva de medidas
repetidas de dos vias: F= 0,86; df =1; p >> 0,05). Por otro lado, si separamos las
poblaciones por altitud (Fig. 3), aunque es posible observar niveles hormonales mayores
en la localidad de Picarquin, tampoco se observan diferencias significativas entre las

poblaciones (Andeva de medidas repetidas de dos via: F =2,05; df = 1; P > > 0,05).
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Fig. 3. Concentraciones de corticosterona (media + EE) en funcién del tiempo de captura y
manipulacién (t1: 0-3 minutos, t2: 15 min, t3: 30 min) a baja (n=10) y alta altitud (n=12). Las
barras negras indican ausencia de diferencias significativas entre los puntos conectados.
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3.3 Efecto del sexo en la respuesta al estrés

Al considerar el sexo en el estudio, se nota que existen diferencias significativas entre
machos y hembras (Fig. 2.). Los machos tienen niveles hormonales mayores que las
hembras (Andeva de medidas repetidas de dos vias: F= 17,25; df = 1; p < 0,0008), sin
embargo tomando en cuenta que el niimero de muestras por sexo es muy pequefio y que
la localidad no tuvo efectos sobre la altitud, con el objetivo de favorecer la potencia
estadistica y disminuir el error de tipo I, es posible juntar las poblaciones de las dos
localidades y separarlas solo por sexo (Fig. 4). En este caso los machos siguen siendo
significativamente diferente de las hembras (Andeva de medidas repetidas de dos vias:

F=20,34, df= 1, p <0,0003, para mayor detalle sobre el andlisis estadistico ver tabla 1),
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Fig. 4. Concentraciones de corticosterona (media + EE) en funcion del tiempo de captura (t1: 0-
3 minutos, t2: 15 min, 13: 30 min) para machos (n= 12) y hembras (n=10). Las barras negras
indican ausencia de diferencias significativas entre los puntos conectados.




Tabla 1 Resultados de] ANDEVA de medidas repetidas para los datos de corticosterona
transformados a logaritmo

VlVariables Idf IMS [F ip

Isexo I |2,44179 (17,2466 10,000749
faltitud 1 l0,12105 [0,8550 l0,368884
|sexo*altitud 1 [0,03802 10,2685 |0,611402
|Error |16 |0,14158 [ [

[ Tiempo 2 [1,87834 22,7086 |0,000001
|Tiempo*sexo 2 [0,01533 l0,1854 |0,831682
|Tiempo*altitud 2 [0,12003 |1,4511 0,249313
|Tiemp*sexo*altitud 2 10,02693 10,3256 10,724465
|Error 32 [0,08271 | |

3.4 Rasgos morfologicos

Durante el protocolo de captura y extraccion fue posible realizar mediciones
morfométricas de los individuos pertenecientes a las dos localidades. Al realizar el
ANDEVA de una via las medidas del peso, tarso, culmen y ala no presentaron
diferencias significativas (peso: F= 0,93; df= 1; p= 0,35. tarso: F=0,98; dg=1; p= 0,33.
culmen: F= 2,68; dg=1; p= 0,12 ala: F=0,07;d{= 1; p=0,79.), no asi ¢l largo de la cola
que fue significativamente mas larga en los individuos de La Parva (I'= 23,69, df=1; p <

0,001.), en comparacién con los individuos de Picarquin (Tabla 2).
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Tabla 2 Medidas de los rasgos morfolégicos de Z capensis (I.a Parva y Picarquin)

Rasgos Peso (g) Longitud Longitud Longitud Longitud
Tarso (mm) | culmen (mm) | Ala (mm) Cola (mm)
Localidad
Picarquin 21,00+ 0,46 | 20,97£0,24 | 12,22 % 0,14 | 77,40£ 0,99 | 64,9+ 0,66
La Parva 22,50+ 0,42 | 21,28+0,22 | 12,53+ 0,13 | 77,04+ 0,91 | 69,2 £ 0,60

4, DISCUSION

En nuestro trabajo la altitud no tuvo un efecto significativo en los niveles de
corticosterona. En Z.capensis las concentraciones basales de la hormona (0-3 min.) no se
diferenciaron entre las poblaciones de Z. capensis de La Parva y de Picarquin, Esto
puede sugerir que en ambientes de mayor altitud existen suficientes adaptaciones que
permiten que los individuos no sufran un aumento crénico de esta hormona (Bear et af
2003). Por otro lado, los niveles de estrés inducido tampoco presentaron diferencias

significativas entre las poblaciones de diferentes ambientes.

Aunque nuestros resultados no respaldan nuestra primera hipétesis, la cual s¢ basé en
trabajos anteriores que muestran una supresion de la respuesta adrenocortical al estrés en
aquellas aves que habitan ambientes extremos (Wingfield er al., 1992; Silverin, 1997,
1998; Kitaysky et al., 1999; O'Reilly & Wingfield, 2001; Wilson & Holberton, 2004),
debemos considerar que la mayoria de estas investigaciones se han realizado estudiando

la respuesta adrenocortical a lo largo de un gradiente latitudinal, y no comparando zonas
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de diferentes altitudes. Por lo tanto, es posible que nuestros resultados reflejen un
mecanismo de regulacién alternativo para aquellas aves que habitan ambientes alpinos.
Sin embargo, algunos investigadores han defendido nuestra hipdtesis, principalmente
porque ambos ambientes, segiin la literatura, son muy semejantes (e.g Richardson et al.,
2003; Wingfield, 1984; Pereyra & Wingfield., 2003). Tanto las zonas articas como las
zonas alpinas se encuentran por encima de la linea arbdrea, en donde es posible
encontrar climas mas extremos (Richardson et af., 2003) caracterizados por estaciones
reproductivas cortas, eventos climaticos impredecibles, y frecuentes cambios en la
temperatura y en la disponibilidad de alimento (Astheimer et al., 1992; Wingfield,
1984), lo que eventualmente lleva a inferir que los individuos que se enfrentan a estos
tipos de ambientes, deberian presentar la misma respuesta adrenocortical (Pereyra &
Wingfield., 2003; Boonstra., 2004; Martin & Rubenstein., 2008). Sin embargo, los

resultados de esta memoria indican lo contrario.

De manera similar Bear & Smith (2003) encontraron que los niveles basales de
corticosterona y los niveles de estrés inducido no difieren entre poblaciones de la especie
Junco hyemelais oregonus que se reproducen a baja y alta altitud (i.e., 1000 y 2000 m
s.n.m, respectivamente), y solamente encontraron un efecto marginal de la altitud a los
60 minutos después de la captura. Sin embargo seria muy precipitado atribuir este efecto
a una supresion de la respuesta adrenocortical. Por otro lado, se ha observado que a
pesar de las semejanzas que existen entre los ambientes articos y alpinos, las aves que
habitan sobre los 3500 m s.nm. en la “Meseta Tibetana Qinghai” (i.e., Pyrgilauda

ruficollis, Onychostruthus taczanowskii y Pyrgilauda blanfordiy se diferencian
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fuertemente de las especies 4rticas en su respuesta adrenocortical. De hecho, algunos
trabajos previos han indicado que las poblaciones de estos ambientes, como la especie
Leucosticte Tephrocotis, (ave especialista alpina) son capaces de aumentar su respuesta
adrenocortical frente a un eventos de estrés asociado a la incubacién (Richardson &
Wingfield, 2001, Unidn americana de Ornitélogos, datos no publicados). Este
mecanismo opuesto a la supresién, se ha visto incluso en especies cercanas a Z
capensis, en particular, en sub-especies de Zonotrichia leucophrys (i.e., Z1 nuttalli, 7.1,
pugetensis, Z.I. gambelii ), especie que ha sido capaz de aumentar sus niveles de
corticosterona para ocupar zonas alpinas y asf ampliar su dmbito de hogar (Addis., et al
2011a). Por lo tanto, a pesar de que la especie junco hyemalis y Z. capensis no tuvieron
un aumento de la respuesta adrenocortical, ninguna de las especies que han sido
estudiadas en estos tipos de ambientes han presentado una supresion de los niveles de
corticosterona con respecto a los con-especificos que habitan zonas de baja altitud. Por
lo tanto, estas diferencias fisioldgicas pueden estar dando cuenta de las verdaderas
condiciones ambientales que pueden estar experimentando las poblaciones. Bajo este
punto de vista, si consideramos el &mbito de hogar de las especies que habitan ambientes
articos y alpinos, encontraremos que a pesar de las semejanzas que existen, las aves que
habitan ambientes alpinos son capaces de volar y viajar a través del gradiente altitudinal
para llegar a lugares que sean menos hostiles, mientras que las especies del artico se
encuentran mucho mas lejos de aquellas zonas en donde las condiciones son mas

favorables (Richardson et al., 2003). Este tipo de conductas, que implican la inhibicién

de la territorialidad y abandono del nido, pueden estar favorecidas por el aumento de los




niveles de corticosterona en la sangre que finalmente promueven el escape a bajas
altitudes para evitar perturbaciones por periodos cortos de tiempo (Silverin, 1986;
Wingfield et al., 1983; Wingfield & Ramenofsky, 1997; Wingfield & Silverin, 1986;
Breuner & Hahn, 2003). Posiblemente por esta razon las aves que habitan ambientes
elevados no presentan un mecanismo de supresién de la respuesta adrenocortical con
respecto a las poblaciones de baja altitud, ya que no resultarfa optimo en este tipo de

ambientes.

Particularmente en La Parva, es posible que existan componentes bioldgicos y
ambientales, que estén determinando que la poblacién de Z. capensis (la cual no se
diferencié de sus conespecificos de baja altitud) presente un mecanismo intermedio entre
la supresion y el aumento de los niveles de corticosterona. Por ejemplo, a diferencia de
los individuos de baja altitud (i.e., que residen todo el afio en el mismo lugar), los
individuos de tierras altas son migrantes altitudinales (Chapman, 1940), lo cual implica
que deben realizar un gasto energético extra, en comparacién con sus con-especificos
no-migratorios, para poder llegar y restablecer sus territorios en los sitios de
reproduccién (Addis et al, 2011b). Por otro lado, en comparacion con trabajos
anteriores, Z. capensis se reproduce en zonas que se encuentran por sobre los 2500 m
s.n.m, Frente a esta situacion es probable que a diferencia de especies con-genéricas
como Z. leucophrys pugetensis (que se encuentra entre los 300 y 1500 m s.n.m), los
chincoles de acuerdo a su elevacién se encuentren expuestos a condiciones mas
similares a zonas articas (Richardson et al, 2003). Quizas por esta razdn, en estas

poblaciones tampoco existe un aumento en la respuesta adrenocortical, ya que los sitios
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de refugios se encuentran més lejanos. Por lo tanto, es posible que el aumento o la
supresién de la respuesta adrenocortical en aves de altitud, varie dependiendo de la
elevacion de los sitios de reproduccion, lo cual finalmente podria determinar en qué

situaciones son convenientes las conductas de escape.

Al considerar el sexo en la respuesta adrenocortical, fue posible observar que los machos
de Zcapensis tienen mayores niveles de corticosterona que las hembras. Si
consideramos los niveles basales de la hormona, los machos de otras especies como por
ejemplo Calcarius pictus, también han mostrado mayores niveles de corticosterona que
las hembras, esto ha sido relacionado directamente con la época reproductiva, en donde
los machos deben establecer sus territorios y a su vez enfrentarse a otros tipos de
estresores relacionados a la competencia sexual (Astheimer er al., 1995; Meddle et al.,
2003; Békony ef al., 2009). Por otro lado, esta diferencia de la respuesta adrenocortical
entre sexos, se ha visto en trabajos anteriores (Wingfield, Smith & Farner, 1982;
Astheimer, Buttemer & Wingfield, 1994; Wingfield, O Reily & Astheimer, 1995;
Silverin, Arvidsson & Wingfield, 1997) y ha sido explicada considerando el grado de

cuidado parental.

Es sabido que el cuidado parental durante la época reproductiva es el perfodo de mayor
demanda energética (Astheimer et al., 1995; Silverin, 1998). Por lo tanto, si tenemos en
cuenta que los altos niveles de corticosterona pueden inhibir las respuestas conductuales
y fisiologicas involucradas en este proceso (Moore & Zoeller, 1985; Sapolsky, 1985;
Silverin, 1986; Wingficld & Silverin, 1986; Wingfield, 1988) y por el contrario,

fomentar las conductas de escape (Astheimer ef al., 1992) que pueden llevar al abandono
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anticipado de las areas reproductivas (Silverin et al., 1989), es de esperar que para
prevenir el deterioro del esfuerzo reproductivo en especies que se reproducen en
ambientes extremos, existan mecanismos de regulacién de la corticosterona que
permitirian asegurar la descendencia (Wingfield, 1988, 1994; Wingfield et al., 1995).
Por esta razon, la respuesta adrenocortical al estrés no solo ha sido asociada a los
diferentes tipos de ambientes reproductivos, sino que también al cuidado parental de las
crias. En una revision de 16 especies de aves que se reproducen en el 4rtico y sub artico,
se encontré que existe una relacién inversa entre la respuesta adrenocortical y el grado
de cuidado parental (i.e., incubacién y alimentacién de los polluelos) (Wingfield ef al.,
1995). De acuerdo a lo anterior, la respuesta al estrés mediada por la corticosterona
guardaria relacién con los papeles que cumplen los padres en el proceso de cria, en
donde no necesariamente las hembras son las que se llevan el mayor gasto energético
(e.g., Las hembras de la especie Calidris mauri suelen abandonar a los pichones recién

eclosionados; véase Holmes, 1973 y Erckmann, 1981).

Normalmente los tipos de cuidado parental son descritos de acuerdo al tipo de
apareamiento que pueden presentar las especies. Por ejemplo, el cuidado parental
proporcionado por especies poligdmicas y polidndricas, se restringe solo a uno de los
padres (i.e., cuidado uniparental), mientras que en especies monogdmicas, dependiendo
del grado en que los padres comparten las tareas del cuidado parental, pueden presentar
un cuidado biparental igual o desigual entre sexos que finalmente se refleja en la
respuesta adrenocortical (O'Reilly & Wingfield, 2001). En nuestro caso, Z. capensis es

una especie socialmente mondgama que presenta un tipo de cuidado biparental desigual,
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ya que los machos en su gran mayoria se dedican a defender los territorios (Bush ef al.,
2004, Moore et al., 2004) mientras que las hembras cuidan en mayor grado de la
descendencia (Miller & Miller, 1968, Kalma, 1970). Aunque en esta especie, el concepto
de cuidado biparental desigual es cuestionable, ya que en algunos trabajos se asume que
ambos sexos cuidan en igual grado a la descendencia (Lynn et al 2009), solo las
hembras prestan incubacién a los huevos, y la mayoria de los estudios relacionados al
cuidado parental indican que los individuos que realizan esta labor presentan una
respuesta adrenocottical mas baja que su pareja reproductiva (O'Reilly & Wingfield,
2001), por esta razon se requiere una mayor rigurosidad sobre los periodos de muestreo
(i.e apareamiento, incubacion, alimentacion de pichones), ya que es factible encontrar
variaciones intra-especificas dentro de la misma época reproductiva (Silverin, 1988;

Romero & Wingfield, 1999; Meddle et al., 2003; Pereyra & Wingfield, 2003).

Aunque en su gran mayorfa, los rasgos morfométricos que fueron evaluados no se
diferenciaron significativamente entre las dos poblaciones, la cola presenté tamafios
significativamente mayores en los individuos de la poblacién de La Parva. En relacién a
lo anterior, algunos estudios sostienen que los individuos con la cola externa més larga
podrian ser mas eficientes en la captura de insectos voladores (Cox, 2010). Por otro lado,
este mismo autor también plantea que el aumento en el largo de la cola (e.g., Hirundo
rustica) puede ser el resultado de procesos selectivos que favorecen la elongacién de
este rasgo; asi los individuos mds aptos podrian efectuar eventos de migracién frente a
perturbaciones ambientales (e.g., declinacion de la vegetacion, sequia y reduccion de la

abundancia de insectos). De acuerdo a lo anterior, es posible que los chincoles de La
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Parva presenten colas més largas que sus conespecificos que posiblemente otorgarian
ventajas en el vuelo, permitiendo la captura de insectos en un ambiente donde su
abundancia es baja (Richardson et al., 2003; Swan, 1963; Papp, 1978). Colas mas largas
también podrian contribuir en mejorar el vuelo en migraciones altitudinales (Chapman,

1940). Sin embargo, se requieren mayores estudios para poner a prueba estas hipétesis.
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5. Conclusion

Aunque Ia supresién de la respuesta adrenocortical en ambientes extremos es un
mecanismo que ha sido ampliamente sugerido en la literatura, al parecer esta estrategia
no aplica para todos los tipos de ambientes adversos. Asi, no es posible establecer una
regla general para los diferentes tipos de habitats ya que por un lado pueden existir
condiciones propias del lugar que pueden estar afectando los resultados (e.g., diferentes
rangos de elevacion entre las investigaciones), como también estados del ciclo de vida

diferentes (e.g., poblaciones residentes versus migratorias).

Por otro lado, considerando que los niveles de corticosterona dan cuenta del grado de
estrés en el que se encuentran los individuos, los resultados sugieren que la reproduccion
corresponde al periodo de mayor gasto energético, ya que sin consideracién del tipo de
ambiente en que ocurre, aquellos individuos que prestan el mayor cuidado parental, en
nuestro caso las hembras, presentan una fuerte disminucion de los niveles hormonales de

la respuesta adrenocortical, en relacidn a los machos.
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