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RESUMEN

Evaluar el estrés y la condicidon de pinglinos Antarticos es una tarea relevante
para comprender su respuesta a los cambios del medio en que viven. Un
método usado en vertebrados como indicador de estrés es la relacion
heterdfilo/linfocito (H/L). Si bien este pardmetro es de utilidad para determinar
condicion, no es suficiente. Otros parametros que pueden sumarse a fin de
evaluar integramente la condicién. Se determind el nivel de estrés y la condicién
en pinguinos del género Pygoscelis, pertenecientes a la Peninsula Antartica e
islas sub-antarticas. Se evaluaron 5 grupos de pinguinos pygoscelidos; Grupo
Pp compuestos por ejemplares de pinguinos Papua de tres localidades
pertenecientes a la peninsula e islas antarticas, grupo Pa-ARD compuesto por
ejemplares de pinglinos Adelia de peninsula Ardley, grupo Pa-BO pinglinos de
la misma especie pero pertenecientes a la Base B. O"Higgins, grupo Pb- SHBO
compuesto por ejemplares de pingiinos Barbijo pertenecientes a Cabo Shirreff
y Base B. O"Higgins, finalmente grupo Pb- PN compuesto por la misma especie
de pinglinos pertenecientes a Punta Narebsky. El nivel de estrés de especies y
grupos se determind a través del pardmetro H/L, comparado entre grupos a
través de la prueba de Wilcoxon. Se analizaron parametros asociados a
condicion a fin de dilucidar cuales de estos podian aportar mas informacién
respecto de la misma, estos fueron: Volumen globular (VG), Recuento
leucocitario total (RLT), Proteinas plasmaticas totales (PPT), Peso (P), Largo (L)
e Indice de condicion corporal (ICC). Estos fueron sometidos a un andlisis de
componentes principales (ACP) en cada uno de los cinco grupos. Las
componentes seleccionadas en cada grupo segun el criterio de Kaiser, fueron
sometidas a una prueba de Spearman para evaluar su correlacion con el
parametro H/L. Los niveles promedios del parametro H/L fueron mayores en los
grupos Pb-PN y Pa-BO, seguido del grupo Pp, y finalmente de los grupos Pa-
ARD y Pb-SHBO. EI ACP de cada grupo mostré que los parametros P, ICC, VG



y RLT contribuian en un alto porcentaje a la variabilidad de H/L, aunque no en
todos los grupos la relacién fue significativa. El parametro H/L debe
complementarse con factores de tipo hematoldgico, nutricional, fisico e incluso
reproductivo para dilucidar la cronicidad de la respuesta al estrés y su efecto en

la condicién de los pinguinos.

Palabras clave: Heterofilo, Linfocito, Condicion, Estrés, Pygoscelidos

ABSTRACT

Assessing the stress and condition of Antarctic penguins is a relevant task to
understand their response to changes in the environment in which they live. One
method used in vertebrates as an indicator of stress is the
heterophile/lymphocyte (H/L) ratio. This parameter is useful for determining
condition, but is not enough, there are other parameters that can be added in
order to fully assess the condition. It was determined the stress level and
condition of the Pygoscelis penguins belonging to the Antarctic and sub-
Antarctic islands. Five groups of pygocelid penguins were evaluated; Pp group
composed of specimens of Papua penguins from three locations belonging to
the peninsula and Antarctic islands, Pa-ARD group consisting of specimens of
Adelia penguins from the Ardley peninsula, Pa-BO group penguins of the same
species but belonging to Base B. O "Higgins, Pb-SHBO group composed of
specimens of Barbijo penguins belonging to Cabo Shirreff and Base B.
O’Higgins, and Pb-PN group composed of the same species of penguins
belonging to Punta Narebsky. The stress level of species and groups was
determined through the H/L parameter, compared between groups through the
Wilcoxon test. Parameters associated to the condition were analyzed in order to
elucidate which of these could provide more information regarding the same,
these were: Globular volume (GV), Total leukocyte count (TLR), Total plasma
proteins (TPP), Body condition index (BCI), Weight (W) and Length (L). These

Vi



were subjected to a principal component analysis (PCA) in each of the five
groups. The components selected in each group according to the Kaiser criteria
were subjected to a spearman test to assess their correlation with the H/L
parameter. The average levels of the H/L parameter were higher in the Pb-PN
and Pa-BO groups, followed by the Pp group, and finally the Pa-ARD and Pb-
SHBO groups. The ACP of each group showed that the parameters P, ICC, VG
and RLT contributed a high percentage to the variability of H/L, although not in
all groups the relationship was significant. The H/L parameter must be
complemented with hematological, nutritional, physical and even reproductive
factors to elucidate the chronicity of the stress response and its effect on the

condition of the penguins.

Keywords: Heterophil, Lymphocyte, Condition, Stress, Pygoscelidos
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INTRODUCCION
El término estrés ha sido ampliamente usado en el campo de la fisiologia humana y
animal, a pesar de que su significado no es univoco (posee mas de un significado)
(Romero et al. 2012). La palabra estrés es aun usada para referirse tanto a la fuente,
como a la respuesta y el estado de desbalance cronico que puede producir un estimulo
potencialmente nocivo, por tanto cualquier enunciado que utilice el término estrés,
como en el caso de la presente investigacion puede llevar a confuciones, si no se

puntualiza previamente el significado que se le esta asignando (Sterling & Eyer 1988).

Hans Selye en 1976 define la palabra estrés desde un punto de vista evolutivo, como el
mecanismo adaptativo mediante el cual los seres vivos son capaces de responder a los
cambios ambientales inesperados de forma rapida y efectiva. Paralelamente introduce
los conceptos de “eustress” y “distress” para indicar dos desenlaces diferentes de este
mecanismo de respuesta (Selye 1976; Moberg & Mench 2000). Estos dos términos
derivados se aplican al estudio de estrés en humanos, ya que se describe el término
eustress como el mecanismo saludable mediante el cual los seres vivos responden a
los estimulos potencialmente nocivos que se asocian a sentimientos o pensamientos
positivos por parte de quien lo experimenta (Selye 1976; Lazarus 1993; Quick et al.
1997). Por su parte, el término distress se refiere a una respuesta no saludable ante un
estimulo potencialmente nocivo, que se asocia a la experimentacion de malestar
emocional (Selye 1976). Si bien, esta terminologia posee un componente cognitivo-
emocional que no aplica a la fauna silvestre, si resulta util la distincion que se hace

entre dos resultados diferentes en la respuesta a un estresor.

En otros organismos animales, el estudio del estrés, sus re-definiciones y nuevos

términos, han podido extrapolarse desde la medicina humana (Scherck 2010). Asi, se



define eustress como la respuesta desencadenada por perturbaciones que causan
bajos niveles de estrés, con elevaciones de cortisol moderado, que tienen un efecto
neto positivo sobre la capacidad de la respuesta inmune (Dhabbar & McEwen 2001,
Dhabhar 2008; Schreck 2010). En el sentido opuesto, el término distress es definido
como la respuesta desencadenada por perturbacion que producen altos niveles de
estrés, es decir niveles elevados de cortisol (por sobre los niveles experimentados en el
eustress), que si bien en algin momento pudieron tener efectos positivos sobre la
respuesta inmune, finalmente lleva al agotamiento y consiguiente inmunosupresion
(Schreck & Tort 2016).

En la actualidad existen nuevos términos, al menos en el area de la fisiologia y
endocrinologia, que buscan precisar el significado de un fendmeno y diferenciarlo de
sSus consecuencias, a la vez que incorporan el concepto de homeostasis, que muchas
veces se ve relegado al hablar de estrés (Sterling & Eyer 1988; McEwen & Wingfield
2003; McEwen & Wingfield 2010).

La palabra alostasis fue presentada en 1988 por Sterling y Eyer en el marco de la
investigacion del estrés en humanos. En 2003 McEwen y Wingfield, crean el modelo
alostético, aplicable a la ecologia, que busca precisar distintas etapas de la respuesta
al estrés a través de nuevas terminologias. Este modelo establece que las
“perturbaciones” o “estresores” son los desencadenantes de una respuesta, es decir,
estimulos que el organismo interpreta, a nivel fisiolégico como potencialmente nocivos
(McEwen & Wingfield 2003; Herring & Gawlik 2007). A su vez el estresor amenaza la
“‘homeostasis”, es decir, la estabilidad de los sistemas fisiol6gicos que aseguran la
supervivencia (Carstens & Mober 2000). El modelo alostatico define que el proceso que
mantiene la homeostasis aun bajo el afecto de un estresor, es llamado “alostasis”.
(McEwen & Wingfield 2003; McEwen & Wingfield 2010).



Los niveles de glucocorticoides, y en el caso de las aves especificamente la
corticosterona (CORT), cambian significativamente ante estimulos potencialmente
nocivos o perturbaciones que son percibidas por la corteza cerebral, enviandose una
sefal nerviosa al hipotalamo, que activa la glandula pituitaria, la cual envia una ultima
sefial a las glandulas adrenales que liberan corticosterona (CORT) al torrente
sanguineo (Herring & Gawlik 2007). El alza en la secrecion de CORT favorece la
gluconeogénesis e inhibe procesos que no son esenciales para la sobrevivencia
inmediata, lo que se conoce como estado alostético, el cual s6lo puede mantenerse por
periodos limitados de tiempo antes de comprometer las reservas energéticas del
organismo (Blas 2015). La cantidad de energia y nutrientes que el organismo necesita
para llevar a cabo funciones que le permitan seguir su ciclo normal de vida y a su vez,
sobreponerse a eventos impredecibles y potencialmente nocivos, es definido como
carga alostética (McEwen & Wingfield 2003). Cuando la carga alostatica no es cubierta
por la cantidad de energia que el organismo gana a través de la alimentacion, tiene
lugar la sobrecarga alostatica (McEwen & Wingfield 2003). Existen dos tipos de
sobrecargas alostaticas: la tipo | es un estado transicional (corta duracion), después del
cual el individuo puede restablecer su homeostasis y reservas energéticas; y tipo Il en
que la sobrecarga alostatica se mantiene volviéndose crénica resultando normalmente

en estados patoldgicos e inclusive la muerte (McEwen & Wingfield 2003; Blas 2015).

Si bien el modelo alostatico ha permitido puntualizar ciertos procesos a través de
nuevos conceptos, hasta ahora se ha mantenido como un paradigma teorico debido a
la dificultad de establecer, en animales de vida libre, la disponibilidad y pérdida
energética (Blas 2015). Sin embargo, el modelo es practico porque permite puntualizar
etapas como el estado alostéatico, es decir el estado en que el organismo experimenta

un alza de CORT a nivel sanguineo (Herring & Gawlik 2007). Este paso toma alrededor



de 3 a 5 min post exposicion a la perturbacion, registrandose un incremento de la

cantidad de CORT plasmatica al cabo de este tiempo (Romero 2009).

A nivel de células sanguineas, se describe que tanto linfocitos como heterdfilos (y
también neutrdfilos), por ser los principales leucocitos fagociticos, responden al alza de
corticoesteroides (Campbell 1994). Cuando existe estrés, el CORT liberado induce una
redistribucién de las células sanguineas, los linfocitos por ejemplo, son llevados por
guimiotaxis, desde la sangre hacia los tejidos, mientras que el flujo de neutréfilos desde
la médula 6sea a la sangre es estimulado, en consecuencia el nimero de heterofilos
circulantes aumenta (heterofilia), a la vez que el nimero de linfocitos circulantes
disminuye (linfopenia), cambio que se hace evidente a nivel sanguineo una a dos horas
post exposicion al agente estresor y se mantiene en la medida que el estrés no cese
(Davis et al. 2008). En base a este cambio, es que la relacion de heterdfilos/linfocitos
(H/L) ha sido ampliamente utilizada como un método de medicién de estrés, resultando
ser bastante eficiente dado que no se ve afectado por la manipulacion inmediata del
animal como el CORT (Tejeda et al. 1997; Sandoval et al. 2003).

RELACION H/L COMO ESTIMADOR DE ESTRES

Dentro de los leucocitos presentes en aves encontramos los granulocitos vy
agranulocitos, los primeros corresponden a los basofilos, eosindfilos y heterofilos,
mientras que dentro de los segundos se encuentran los monocitos y linfocitos. Los
basofilos son células redondas con pocos granulos citoplasméaticos, cuya funcion
principal es la liberacién de histamina (Campbell 1994). Los eosindfilos tienen como
principal funcién la defensa frente a parasitos y también actlian en reacciones alérgicas
(Galvez et al. 2009). Los heterofilos son un tipo de granulocito homadlogo a neutréfilos

en mamiferos, cuya funcion es ser la primera linea de defensa ante procesos



infecciosos, inflamacion, malnutricion y cualquier fuente de perturbacion (Maxwell &
Robertson 1998). Los monocitos son macrofagos especificos de la sangre cuya funcion
es fagocitar (Abbas et al. 2015). Los linfocitos por su parte responden, en forma similar
a los heterdfilos, aunque mas tardiamente (Roitt et al. 2011). Cuando existe una
respuesta a un estimulo, tanto heteréfilos como linfocitos, responden a un alza de
glucocorticoides, aumentando el numero de heterdfilos y disminuyendo el de linfocitos
(Davis et al. 2008). Esta respuesta, caracteristica y transversal en los vertebrados, ha
hecho que la proporcion H/L haya sido ampliamente utilizada, siendo considerada una
forma confiable de medir la respuesta al estrés causado por diferentes estimulos
(Dhabhar et al. 1995; Kranendonk et al. 2005; Owen & Moore 2006; Davis et al. 2008;
Mallory et al. 2015).

La relacion H/L se obtiene dividiendo el numero de heterdfilos entre el nimero de
linfocitos (Sandoval et al. 2003). En el caso de las aves, los primeros estudios de este
tipo comenzaron a realizarse en pollos de engorda (Gross & Siegel 1983). Muchas de
estas investigaciones lograron dilucidar como y en qué magnitud distintos agentes
estresores propiciaban respuestas en estas aves, esto gracias a que las perturbaciones
podian ser controladas, de modo que los estudios eran principalmente del tipo caso-
control (Davis et al. 2000; Elston et al. 2000; Onbasilar & Aksoy 2005). Los estudios de
aves que evallan estrés a través del pardmetro H/L, comparando grupos control y
grupos sometidos a alguna perturbacién extra (que se muestran en la Tabla 1),
permiten mostrar la respuesta del parametro H/L, tanto en aves de produccion (donde
se utiliz6 primero este parametro), como en dos especies de vida libre, donde la
literatura para este tipo de estudios es mucho mas escasa, debido a la dificultad de
manejar las perturbaciones (Davis et al. 2004; Blas et al. 2015).



Tabla 1. Estudios caso/control que reportan niveles de H/L en aves de distintas

especies. Fuente: Elaboracion propia.

Especie N° individuos H/L en H/L en Estimulo Autor
analizados  respuestaa ausencia de
estimulo estimulo
Gallus gallus 180 1,14 0,51 Restriccion 5 i 2012
domesticus alimentaria
Gallus . Gr_oss &
domesticus 23 3 0,56 Estrés social Sllgggl

Separacion  Ludwig et

Anser anser 8 4.8 1,2 de parejas al. 2017
Zenaida Implantacion Schulz et
macroura 80 2,3 1.3 chip al. 1998
Carpodacus Davis et
Mmexicanus 297 0,15 0,08 Enfermedad al. 2004

Con la evidencia recolectada en aves de produccion, los estudios que utilizaban H/L
como estimador de estrés comenzaron también a aplicarse en distintas especies de
aves silvestres en cautiverio y vida libre (Davis et al. 2008). En aves Passeriformes, se
describe que los valores de H/L se incrementan ante agentes estresores como rutas
migratorias largas, transporte, presencia de parasitos, contaminacion radioactiva, entre
otros (Parga et al. 2001; Davis et al. 2004; Groombridge et al. 2004). En la tortola
Rabiche (Zenaida macroura), se demostr6 que aquellas que poseian dispositivos
celomicos de rastreo presentaban valores significativamente mayores de H/L en
comparacion con grupos control sin dispositivos (Schulz et al. 1998). Otro estudio en
esta misma especie mostré que al exponer a estas aves a semillas presumiblemente
téxicas, los niveles de H/L sanguineo de aves que se alimentaron de semilla doblaron
los valores de H/L del grupo control, en aproximadamente una semana post ingesta
(Schulz et al. 2006). Ludwig et al. (2017) evalué como cambiaba el H/L en gansos
comunes de vida libre (Anser anser) antes y después de ser separados de sus parejas

reproductivas por 48 horas, encontrandose valores significativamente mayores de H/L



post separacion en el caso de los machos y también en hembras, aunque no
significativamente. En aves de la especie Carpodacus mexicanus, se logro establecer
que de un total de 297 aves, 76 de ellas presentaban signos clinicos de conjuntivitis por
Mycoplasma gallisepticum y su H/L promedio era casi el doble de las aves sanas
(Davis et al. 2004).

Aves de ambientes extremos, es decir que habitan lugares con condiciones fisicas o
geoquimicamente extremas y perjudiciales para la mayor parte de seres vivos en la
Tierra, presentan adaptaciones en sus genotipos y fenotipos para sobrevivir a estas
condiciones inusuales (Xie et al. 2017). La morfologia, fisiologia y etologia de las
especies guarda directa relacion con las caracteristicas de su habitat, por tanto,
especies que co-habitan en un mismo ambiente poseen caracteristicas comunes, sin
embargo la forma de responder a los agentes estresores de su ambiente puede ser
radicalmente distinta, dado que en ambientes extremos las diferencias fisiolégicas se
amplifican (Schleucher et al. 1991). Las condiciones "extremas" en las que viven
algunos organismos pueden representar un habitat "normal" al que estan adaptados,
pero esto no implica que estos no experimenten estrés ante estimulos nuevos. Por
ejemplo, en un estudio realizado en dos especies de aves que habitan el desierto de
Australia (Melopsittacus undulatus, Geopelia cuneata), las que se encontraban
sometidas a 35° C promedio en dias de verano, experimentalmente fueron sometidas a
temperaturas mas altas para evaluar su respuesta a eventos de olas de calor, y se
detect6 diferencias significativas en los niveles de H/L en aves expuestas a 35° C
Versus aves expuestas a mayores temperaturas (Xie et al. 2017). Este tipo de estudio
demuestra que la respuesta al estrés, en este caso, medida a través de la relacion HJ/L,

es variable entre especies dentro de un mismo ambiente (Wingflied 2013).

ESTRES Y CONDICION



Una respuesta sostenida o crénica al estrés, o visto desde otro punto, una sobrecarga
alostética permanente tiene repercusiones sobre la salud y condicion de los animales
(Cockrem et al. 2006; Blas 2015). La OIE (2015) acufia el término “salud animal” y lo
define como “el bienestar fisico y comportamental de los animales que incluye la
prevencion, tratamiento y control de enfermedades y condiciones que afectan al animal,
su rebafio 0 manada”. Esta definicion aplica particularmente a animales destinados a
consumo humano, pero no es adecuada para especies silvestres (Blaha 2005). En
especies silvestres a nivel individual, poblacional o especifico, la expresion “condicion
de salud” ha sido ampliamente utilizada en la literatura (Davis 2005; Galvez et al. 2009;
Godinez et al. 2009; Wilcoxen et al. 2015), pero no definida con exactitud. Mann (1978)
define el término “condition” (en adelante referido como condicion) como la habilidad de
un animal de lidiar con condiciones ambientales estresantes, sean estas fisicas,
quimicas o biolégicas. Mas tarde Schulet & Gustafsson (1993) proponen que la
condiciobn engloba factores nutricionales, sanitarios y fisolégicos que permiten
caracterizar el bienestar del organismo. Algunas variables o factores pueden cambiar
rapidamente (en minutos), mientras otras reflejan procesos constantes (Horak et al.
2002).

El peso y la reserva de algunos nutrientes estan correlacionados con la sobrevivencia y
el éxito reproductivo en aves, y es por esto que ambos factores han sido propuestos
como indicadores de condicién (Douglas et al. 1985). La inmunidad, establece un
feedback constante con la condicién de un organismo y compite por los recursos que
pueden asignarse a otras actividades, es por esto que la investigacién inmunoldgica
puede ofrecer parametros internos representativos a la hora de caracterizar la
condicion (Davis 2005). Los cambios que se desencadenan en las lineas celulares

sanguineas, principalmente la linea blanca, ante los cambios del ambiente, permiten en



muchos casos caracterizar las respuestas fisiolégicas desencadenadas y en forma
conjunta si dicha respuesta afecta o no la condicidén de los animales (Davis et al. 2005;
Quillfeldt et al. 2008). Existen ciertos indicadores sanguineos como el hematocrito,
glicemia, metabolitos, proteinas plasmaticas, recuentos celulares, etc., que han sido
asociadas a la salud y condicién de los animales (Stevenson et al. 2006). La condicion
entonces puede ser evaluada a partir de la desviacion de ciertos parametros
hematoldgicos y corporales respecto de sus valores de referencia normales de una
especie (Otto et al. 2000).

Evaluar la condicion a nivel poblacional tiene como objetivo establecer su sobrevivencia
mas alld de la salud animal individual de cada uno de sus integrantes (Beissinger &
McCullough 2002). Poblaciones en que gran parte de los individuos poseen
condiciones 6ptimas, muestran mejores tasas de reproduccidon, por tanto el éxito
reproductivo esta limitado en dltima instancia por una condicion deficiente (Moller et al.
1998). Dada la estrecha y remarcable relacion que existe entre estrés, condicion y éxito
reproductivo, resulta interesante analizar diferencias en la respuesta al estrés y en la
condicion de machos y hembras en periodo reproductivo, basadas en disimilitudes en
cuanto a pérdida y recuperacion energética desde la formacion y postura de huevos
(Reynolds & Waldron 1999). Esta tematica se analiza en el Anexo 2.

PARAMETROS INDICADORES DE CONDICION

La respuesta fisiologica a estimulos internos y externos no sélo se remite a cambios a
nivel de H/L, aunque este parametro es ampliamente usado por su representatividad y

facil obtencion (Davis et al. 2008). Otros parametros de facil obtencion medidos a nivel



sanguineo, pueden entregar mas informacién acerca de las causas de la condicion,
tales como: hematocrito o volumen globular (VG) y recuento leucocitario total (RLT)
(Giambelluca et al. 2016). El valor de VG es usado como un parametro indicador de
condicion, que puede complementarse con H/L (Morton 1994; Dowson & Bortolotti
1997). En el caso del RLT, este se considera un indicador de condicidon asociado a
procesos infecciosos, que en aves al superar los 15 K/l indica cuadros de estrés
(Giambelluca et al. 2016).

Existen otros fendmenos que se desencadenan como la gluneogénesis, en que la
glucosa es liberada desde el pancreas hacia la sangre con el fin de distribuir energia a
todo el cuerpo (Melian 2014). Cuando el estimulo se mantiene y la respuesta se vuelve
cronica generando estrés, existe un constante gasto energético que hace que las
reservas energéticas se vean disminuidas al igual que el metabolismo de las proteinas
extra-hepaticas y en consecuencia el sistema muscular, 6seo, conjuntivo e inmune se
vera afectado (Duncan et al. 2005). Por tanto, la condicion de un individuo también se
vera reflejada en aspectos fisicos y fisiolégicos asociados a las reservas energéticas
(Peig & Green 2009; Melian et al. 2014).

1. Volumen globular (VG)

Dentro de la inmunologia existen ciertos factores hematologicos reconocidamente
representativos de condicién que han sido ampliamente utilizados en distintas especies
animales, porque ademas son de facil obtencion y rapido andlisis (Ots et al. 2002). Uno
de los parametros sanguineos prioritariamente utilizados es el hematocrito o volumen
globular (Merino & Barbosa 1997; Bearhop et al. 1999; Sandoval et al. 2003; Fair et al.
2007; Johns 2008; Mitchell & Jones 2008; Galvez et al. 2009; Fallon et al. 2018). EI VG
es definido como la cantidad relativa de glébulos rojos en el volumen total de sangre
que refleja el grado y la eficiencia de la captacion y transporte de oxigeno a los tejidos

(Ruiz 1994). EIl valor de hematocrito varia dentro del rango de normalidad descrito
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segun factores como edad, sexo y estatus reproductivo (Fair et al. 2007). Galvez et al.
(2009) describen que el hematocrito de cualquier ave en condicion éptima varia entre
un 40 a un 50%. Cuando los valores de VG determinados se encuentran bajo el rango
de normalidad descrito para una especie (anemia), son indicativos de infecciones
bacterianas, trastornos gastrointestinales, hemorragias, deficiencias nutricionales de
minerales como el hierro o el cobre (Ots et al. 2002; Galvez et al. 2009). En aves
silvestres por ejemplo, es usual encontrar que tanto factores intrinsecos como
ambientales y antropogénicos, causantes de estrés, disminuyan el VG, es el caso de
Falco sparverius que al estar sometido a campos electromagnéticos muestra valores de
VG menores durante la época de apareamiento (Fair et al. 2007; Fernie & Bird 2001).
Campbell (1994) concluye que valores de VG bajo el 35% en aves enjauladas pueden
considerarse como anemias. También los valores de VG sobre el limite de rango tienen
una interpretacion, en este caso aumenta el nimero neto de eritrocitos circulantes por
una disminucion en el volumen total del plasma (policitemia relativa), o por el aumento
en la produccion de glébulos rojos (policitemia absoluta) (Fair et al. 2007). En aves
silvestres la policitemia suele ser relativa, asociada a cuadros de deshidratacién (Fudge
1994). El hematocrito tiene una relacién directa con la condicion de las aves, ya que
actla sobre el metabolismo celular y ademas se correlaciona positivamente con la
masa corporal y las reservas de grasa subcutanea, lo que refleja su directa relacion con

el estado fisico y nutricional (Sanchez-Guzman et al. 2004).

2. Recuento leucocitario total (RLT)

La primera linea celular de defensa contra patégenos son los leucocitos, y es por esto
que el recuento leucocitario total (RLT), es también uno de los parametros
hematolégicos usados para obtener informacién sobre la condicion (Apanius 1998;
Roitt et al. 2001; Davis et al. 2008). EI RLT comprende los 5 tipos de leucocitos

descritos en aves: monocitos, basdfilos, eosindfilos, heterdfilos y linfocitos, siendo estos
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dos ultimos tipos de especial interés para la evaluacion de estrés (Sandoval et al. 2003;
Galvez et al. 2009). Dependiendo del tipo de agente patégeno, distintos tipos de células
blancas proliferan con el fin de eliminar la noxa, es por eso que cuando se observan
procesos de leucocitosis (aumento en el RLT sobre el limite superior descrito para la
especie), estos comunmente se asocian a infecciones bacterianas, fungicas o
parasitarias activas (Latimer et al. 2005). Ademas observaciones clinicas en aves
exoticas han demostrado que el RLT de aves excitadas comparadas con muestras
tomadas en aves en reposo muestran “hemogramas de estrés”, con un RLT aumentado
(Galvez et al. 2009).

Los casos de leucopenia (descenso en el valor de RLT bajo el limite inferior descrito
para la especie), han sido reportados como consecuencia de procesos infecciosos
virales en desarrollo, asi como neoplasicos en algunos casos (Latimer et al. 2005). Los
cambios metabdlicos que aparecen como respuesta a una patologia (infecciosa o
neoplasica), incrementan el catabolismo proteico, produciendo una importante pérdida
de masa corporal, que de no ser corregida a través de algin mecanismo homeostatico,

acabara por afectar la condicion (Zamora et al. 2015).

3. Proteinas plasmaticas totales (PPT)

Las Proteinas Plasméaticas son un grupo de proteinas dentro de las que se cuentan
principalmente: albamina, globulinas, y fibrinbgeno, que se producen y almacenan en el
higado y se liberan al torrente sanguineo (Cunningham & Klein 2009). En conjunto
estas proteinas realizan una funcién nutritiva, mantienen la presibn osmotica y el
equilibrio acido-base (Latimer et al. 2005). La albumina representa el 50 % de las PPT
y su funcion individual predominante es transportar aminoacidos, acidos grasos,

enzimas, hormonas tiroideas y productos de desecho (Cunningham & Klein 2009). Las
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globulinas son parte de la respuesta inmune, las seroglobulinas (globulinas especificas
de la sangre) que se encuentran en mayor proporcion son la inmunoglobulina G y M
(Kindt et al. 2007). El fibrinogeno es una glicoproteina sintetizada en el higado, que
actua como factor de coagulacion (factor 1), siendo el de mayor concentracion en el

plasma (Cunningham & Klein 2009).

Las PPT son evaluadas en su conjunto, cuando estas se encuentran por debajo del
rango establecido para una especie, se asocia a problemas nutricionales por baja
ingesta de proteinas (Latimer et al. 2005). Por el contrario, cuando el valor de PPT es
mayor o cercano al limite superior del rango descrito, puede asociarse a un estado de
deshidratacion, en el que la concentracion de albumina se ve aumentada y en

consecuencia también aumenta el valor de PPT (Kindt et al. 2007).

4. Peso o Masa Corporal (P)

El peso es el parametro morformétrico mas intuitivamente usado como indice de
condicion nutricional (Marcus & Cortis 1996). En el caso de las aves, el peso ha sido
usado como indicador de condicion por su relacion con las reservas grasas del
organismo y en consecuencia con el gasto energético potencial de este (Scott et al.
2004). Ademas su obtencion en aves silvestres es relativamente simple (Green 2001,
Peig & Green 2010; Labocha & Hayes 2012). Su interpretacion debe ir de la mano de

intervalos de referencia lo mas especificos posibles (Scott et al. 2004).

5. Largo corporal (L)
La longitud total de un ave es utilizada como un pardmetro morfométrico capaz, en

muchos casos, de determinar el sexo (dimorfismo sexual) (Moreno et al. 2001,

Bertelloni et al. 2002; Setiawan et al. 2004). En algunos casos puede diferenciar
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ejemplares adultos de juveniles y polluelos (Watanuki et al. 2003). Ademas, ha sido
utiizado ampliamente para determinar, en conjunto con otros parametros
morfométricos, indices de condicidn corporal, y es por eso que representa un
parametro de utilidad en el presente estudio (Peig & Green 2009; Labocha & Hayes
2012)

6. indice de Condicién Corporal (ICC)

La condicién corporal en aves puede ser definida como una medida del estado
energético o nutricional de un animal relacionada con sus reservas grasas y proteicas y
su tamanfo corporal relativo (Gosler 1996; Almeida et al. 2015). En el caso de las aves,
no es suficiente una apreciacion visual sino que debe utilizarse un indice del estado
nutricional de un animal (ICC) (Labocha & Hayes 2012). En el caso de las aves, suele
determinarse usando una razén entre peso y largo total o por una regresién entre
longitud total del cuerpo (Peig & Green 2009; Labocha & Hayes 2012).

Especies de aves silvestres, como los pinglinos, suelen sufrir drasticos cambios
morfolégicos en diferentes etapas del crecimiento, periodo reproductivo y ante cambios
ambientales; asociados a costos energéticos que reducen las reservas de grasa (Davis
et al. 1990). A lo largo del afio todas las especies de pingliinos existentes varian sus
requerimientos energéticos, llegando en algunos casos a perder hasta el 45% de su
masa corporal (Fowler & Cubas 2001). Las reducciones de la condicién corporal,
reflejadas en un bajo ICC, pueden llegar a afectar la condicion o el estatus sanitario de

los individuos y en algunos casos de poblaciones completas (Kerry & Riddle 2009).

Las respuestas fisiologicas posibles ante un estimulo interno o externo, son

determinadas en primera instancia por la dotacion genética de cada individuo, a la vez
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que la expresion de estos genes siempre se vera limitada por las condiciones
ambientales (Warne et al. 2015). La condicion sanitaria de un animal, es dinamica, y no
puede explicarse solo por la exposicidn a agentes patdogenos (Kindt et al. 2007), sino
que constituye la interaccion de: organismo, agentes patdogenos y ambiente, la que
permite entender el estatus o condicion sanitaria de los individuos y sus poblaciones
(Moller et al. 1998).

Las amenazas a la sobrevivencia de una especie no siempre son evidentes en forma
inmediata, es por eso que su constante monitoreo ayuda a entender y proyectar los
mecanismos que llevan o llevaran a una determinada especie a un declinar o amenazar
de alguna forma sus poblaciones (Cooke et al. 2004). En muchos casos no existen
lineas base o estas son insuficientes para poder predecir donde y como surgiran
problemas de conservacion en una determinada especie (Wilkelski & Cooke 2006).
Encontrar trabajos que combinen factores fisiol6gicos, comportamentales vy
poblacionales que permitan una interpretacion integral de los problemas o amenazas
en conservacion de las especies no es habitual, sin embargo cada nuevo reporte en
alguno de estos aspectos en poblaciones silvestres es una contribucion al, hasta ahora
escaso, “background” (Porter et al. 2000; Wilkelski & Cooke 2006).

ECOSISTEMA ANTARTICO

El ecosistema antéartico depende del sistema climético del Océano Sur (Laws 1984), el
cual es probablemente el mayor ecosistema marino en el mundo, con una data de al
menos 20 millones de afos (Knox 1980). El sistema de vientos del Océano Sur
comprende tres elementos principales: un componente de vientos de direccion Este en

las costas, un segundo componente de direccion Este que rodea el continente y se

15



extiende hacia el norte hasta 65° S, y un ultimo componente con vientos de direccion
Oeste que se extiende desde 65° S hasta 40° S (Knox 2007).

Las aguas del Océano Sur son frias, en la parte norte del continente, coincidente con la
zona de la peninsula e islas sub-Antarticas se describen temperaturas que fluctdan
entre los 4 a 8 °C en verano y de 1 a 3°C en invierno (Knox 2007). A medida que se
avanza hacia el sur por las aguas que rodean la porcion continental de la Antartica, la

temperatura desciende pudiendo fluctuar entre -1°C a -1,9°C (King & Turner 2007).

Se describen dos tipos de climas: Desértico polar, el cual se observa en el 98% del
continente antartico, principalmente en la zona de la meseta polar (Knox 2007). Su
temperatura media es de —49 °C y precipitaciones siempre sélidas que no superan los
5 cm anuales y disminuyen de la costa al interior, casi desapareciendo en el polo (King
& Turner 2007). El segundo tipo de clima es el Polar oceanico presente en el 2% del
continente, principalmente en la costa (Nylen et al. 2004). Sus temperaturas son bajas,
oscilan entre 8 a —30 °C, y dan lugar a suaves veranos cortos con una alta humedad,
mientras que los 10 meses restantes, estas regiones estan cubiertas por nieve, a causa
de abundantes precipitaciones, tanto liquidas como sdlidas (Nylen et al. 2004; Knox
2007). En este clima se presentan los vientos catabaticos, que vienen del interior
descendiendo del hielo a grandes velocidades, provocando un descenso en la

temperatura del aire (King & Turner 2007).

La peninsula Antartica y las islas sub- Antarticas presentan caracteristicas climaticas
particulares, las masas de aire que viajan en direccion Oeste son detenidas por altas
montafias, como resultado las precipitaciones de esta parte de la Antartica son

mayores y mas frecuentes que en el resto del continente (Knox 2007). Las
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temperaturas de esta zona son algunos grados mas altas y los vientos de menor

velocidad que en la parte Este del continente (King & Turner 2007; Knox 2007).

Tanto el continente, como el mismo océano estan ampliamente cubiertos por hielo,
cuya superficie varia drasticamente de 20 x 10° km? en invierno a 4 x 10° km? en la
temporada de verano (Knox 2007). Es durante los meses de enero y febrero que tres
tipos de suelo libre de hielo pueden distinguirse: (1) areas permanentemente libres de
hielo y precipitaciones, (2) areas parcialmente cubiertas de hielo en los meses de
invierno que se derriten al comenzar el verano, (3) areas de roca expuesta,
normalmente verticales, aisladas de nieve y hielo (King & Turner 2007). En el caso de
la Peninsula Antartica y las islas sub- Antarticas se describen areas del segundo tipo,
aunque también, en la parte continental se describen areas de hielo permanente (Peter
et al. 2005).

La cubierta de hielo continental y marino del polo sur desempefia un papel crucial en el
sistema climatico global; enfriando los océanos y atmosfera y aportando en gran
medida con el efecto albedo (Kidston et al. 2011). Dicho efecto es el que producen las
superficies terrestres, que reflejan la radiacion solar enviandola de vuelta al espacio
(Bracegirdle et al. 2015). Aproximadamente el 90% de la radiacion se refleja de vuelta
hacia el espacio, pero debido al aumento de los gases de efecto invernadero, la
radiacion queda atrapada y aumenta la temperatura del planeta (Hansen et al. 2011). A
medida que aumenta la temperatura, se derrite mas nieve, hielo y suelos de las
regiones polares que han permanecido congelados largos periodos de tiempo
(permafrost), el carbono atrapado en ellos es liberado hacia la atmdésfera en forma de
metano, que es un potente gas invernadero (Steig et al. 2009; Hansen et al. 2011). El

metano liberado hacia la atmdsfera genera mas calentamiento global, lo que en
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consecuencia, derrite mas cantidad de suelos congelados, y el proceso continda

ciclicamente (Turner & Marshall 2011).

En conclusion, la dindmica del hielo antartico cumple una funcién ecolégica global y
local dentro del Océano Sur y en el ecosistema antartico (Knox 2007). Este ecosistema
da origen a grupos taxondémicos de distribucién circumpolar, proporcionandoles un
hébitat que puede parecer hostil, pero al que estan en gran medida adaptados (Kerry &
Riddle 2009). La variabilidad, grosor y duracién del hielo es posiblemente mas
importante que su extension total, repercutiendo sobre todos los niveles de la cadena
trofica (Flores et al. 2012).

En la trama tréfica del continente antartico existe una especie clave que sustenta en
términos energéticos a las demas especies, comunmente llamado krill Euphausia
superba (Knox 2007; Flores et al. 2012), especie que representa la principal presa para
los depredadores mayores en épocas reproductivas (Meyer et al. 2009; Knox 2007,
Flores et al. 2012). Dentro de los depredadores superiores propios de este tipo de
ecosistema se cuentan: pinnipedos como la foca leopardo [Hydrurga leptonyx
(Blainville, 1820)], foca de Weddell [Leptonychotes weddellii (Lesson, 1826)], foca
cangrejera [Lobodon carcinophagus (Hombron & Jacquinot, 1842)], elefante marino del
sur [Mirounga leonina (Linnaeus, 1758)]; ballenas, como la ballena azul [Balaenoptera
musculus (Linnaeus, 1758)], ballena de aleta [Balaenoptera physalus (Linnaeus, 1758)],
ballena jorobada [Megaptera novaeangeliae (Borowski, 1781)]; aves como albatros,
skuas y pinguinos (Peter et al. 2005; Knox 2007; Turner & Marshall 2011,) (Figura 1.)
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Figura 1. Diagrama simplificado de la cadena tréfica del ecosistema antartico. Fuente:

Imagen adaptada de Figuerola et al. 2013.

La forma de los témpanos de hielo y las alzas de presion que ocurre dentro del mismo,
proporcionan un habitat ideal para la retencion de larvas de krill y el transporte de
juveniles (Meyer et al. 2009). Las cubiertas de hielo grueso son mas favorables en
términos de refugio para juveniles que las de hielo fino (Massom & Stammerjohn 2010).
Ademas ciertas algas de hielo encontradas en la parte inferior del hielo marino son una

fuente importante de alimento para el krill larval (Flores et al. 2012).

En la peninsula Antartica, la extension de hielo disminuyd aproximadamente un 7% por
década, entre 1979 y 2008 (Turner et al. 2009). Este rapido declive no sélo ha alterado
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el entorno fisico del habitat sino que también la red trofica en mdultiples niveles
(Massom & Stammerjohn 2010). La pérdida de superficie de hielo reduce la biomasa de
algas, lo que reduce a su vez la disponibilidad de alimento para el krill y la
disponibilidad de krill para los depredadores (Forcada & Trathan 2009). El tipo de krill
consumido por cada tipo de depredador difiere principalmente por la forma de captura y
la profundidad de buceo (Reid et al. 1996). En el caso de los pinguinos antarticos, el
krill puede representar entre el 75 al 100% de la dieta, dependiendo de la especie y
época del afio (Knox 2007).

La zona Antértica se ha visto expuesta a cambios importantes en los Ultimos cincuenta
afos, asociados a la intensificacion de la actividad antropogénica, principalmente por
aumento de la actividad pesquera y turismo (Bargagli 2008). Dentro de la actividad
pesquera, la captura de krill (E. superba) es la de mayor tonelaje en todo el Océano
Sur, con méas de 200.000 toneladas capturadas en el afio 2009 (Nicol et al. 2011). La
captura industrial de una especie clave como es E. superba, es un punto de especial
interés en el estudio de especies que depredan directamente sobre el mismo recurso
(Plaganyi & Butterworth 2012). En depredadores como los pinglinos antarticos, con
dietas que se constituyen principalmente de krill, la captura industrial puede generar
una competencia artificial por el recurso (Knox 2007). Aunque la informacion respecto
del impacto de esta industria es aun insuficiente, es un hecho que estas operan en las
mismas areas y profundidades a las que los pingliinos bucean para obtener krill, es por
esto que la industria tiene el potencial de generar un gran impacto en las colonias de

las diferentes especies de pingtinos de la Antartica (Werner 2015).
Por otro parte, el turismo también representa una potencial amenaza para la fauna

Antartica, principalmente por tres razones: (1) introduccion de especies exoticas como;

microbios, plantas y animales, (2) la reiterada eliminacion de contaminantes (organicos
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e inorganicos) a aguas, aire y suelo, y (3) molestias y dafio directo a la fauna local
(Mason & Legg 1999; Bauer 2001). Esta actividad se concentra en los meses del
verano austral (Noviembre a Febrero), lo que vuelve especialmente susceptibles a las
aves marinas. Es durante este periodo que pingliinos como: P. papua, P. antarctica, P.
adeliae, E. chrysolophus, A. patagonicus y E. crestatus se encuentran en plena época
reproductiva y la actividad turistica cerca de los lugares de cria, puede ocasionar un
incremento en el abandono de huevos facilitando la accién de depredadores (Mason &
Legg 1999; Bauer 2001). Los viajes turisticos, tanto aéreos como maritimos, han
aumentado en forma exponencial en los ultimos 10 afios, concentrandose
fundamentalmente en el extremo norte de la peninsula Antartica y en las islas Shetland
del Sur (Jerez 2012). Segun el reporte anual 2018-2019 de la IAATO (International
Association of Antarctica Tour Operators) durante esta Ultima temporada el numero
total de visitantes turisticos fue de 56,168, lo que representa un incremento 8.6%

comparado con la temporada anterior 2017-2018.
PINGUINOS PYGOSCELIDOS

Los pinglinos son aves pertenecientes al orden Sphenisciformes, orden distribuido
exclusivamente en el Hemisferio Sur (desde la Antartica hasta Ecuador). Esta
distribucion se debe a que este orden se asocia a aguas templadas frias, razon por la
cual su historia evolutiva mas reciente ocurri6 en paralelo con la formacién de
corrientes marinas australes al separarse la Antartica de los demas continentes del
hemisferio sur (Sick 2001; Boersma 2008). Aparentemente su origen tuvo lugar en el
corazén de Gondwana, justo cuando Sudamérica, Africa y la Antartica empezaban a
separarse y previo a la formacion del Océano Sur (Kooyman 2002). Su reconocida
adaptacion al mar parece ser una conversion desde un ancestro adaptado al vuelo,

como los Procelariformes (Simpson 1976). La capacidad de buceo de los pinguinos les
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ha permitido liberarse de competencia, al alcanzar profundidades no disponibles para
otras aves marinas (Kooyman 2002). Por otra parte, la ausencia de vuelo ha delimitado
su distribucion, sumado a que su movilidad en tierra es menos eficiente que por mar
(Knox 2007). Sus habitats de reproduccion estan restringidos, con pocas excepciones,

a islas templadas frias o areas aisladas (Kooyman 2002).

Dentro de los pinguinos antarticos y sub- antérticos, el estudio filogenético realizado por
Ksepka et al. (2006) sugiere que el antecesor comun de estos, habria habitado la zona
de las islas sub- Antarticas expandiéndose hacia el continente mismo. So6lo dos
especies evolucionaron de manera de poder sobrevivir a las condiciones extremas de
las altas latitudes Antarticas: El pinglino Emperador y el pingtino Adelia (Kooyman
2002).

Son siete las especies de pinglinos que se describen como Antarticas, es decir que se
reproducen tanto en el continente como en islas sub- Antarticas (Laws 1984). Estas
especies son: A. fosteri (pingtino Emperador), A. patagonica (pinguino Rey), E.
chrysolophus (pingliino de Macaroni), E. crestatus (pinglino de Penacho Amarillo) (con
una distribucion limitada sélo a islas sub-antarticas), P. adeliae (pinglino Adelia), P.
antarcticus (pinglino Antartico) y P. papua (pingtino Papua) (Sanchez 2007; Kusch &
Marin 2012).

Las aves marinas de la Antartica son un componente importantisimo para comprender
el ecosistema que las rodea, principalmente por el impacto que generan al depredar
sobre krill, zooplancton y peces (Knox 2007). Estas aves son, en conjunto, el grupo de
depredadores marinos casi exclusivos de la Antéartica (Laws 1984). El 90 % de la

biomasa del grupo de las aves marinas esta constituida por pinglinos, lo que los hace
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altamente representativos, sumado al hecho de que estos son residentes permanentes

altamente sensibles a los cambios ambientales (Knox 2007; Lynch et al. 2012).

Los pinglinos pertenecientes al género Pygoscelis 0 Pygoscelidos corresponden a tres
especies: P. papua, P. adeliae y P. antarcticus (Black 2016). Las especies de este
género poseen colas caracteristicas llamadas “colas de pincel’” debido a que sus
plumas son pocas y muy rigidas formando una especie de pincel (McMillan 1993). La
distribucion de las tres especies de pinglinos Pygoscelidos se limita tanto a islas sub-
Antarticas como a las costas del continente mismo; y areas cubiertas de hielo como
desprovistas (Knox 2007; Lynch et al. 2012). Una caracteristica comun del género es
que sus nidos estén conformados por piedras, en zonas cercanas al mar con alta
exposicion al viento (Laws 1984). Si bien las poblaciones de las tres especies estan
sometidas a un macro clima comun, sus requerimientos bioldgicos difieren, siendo P.
adeliae la Unica de estas tres especies que es totalmente dependiente de hielo para
llevar a cabo su ciclo de vida (Black 2016). Ademas es el Unico de los tres
representantes del género que habita alrededor de todas las costas del continente
(Kooyman 2002).

Las diferencias en los requerimientos biolégicos de cada especie de pygoscelido son
variadas (Knox 2007). En las migraciones realizadas por pinguinos P. antarctica y P.
adeliae, las distancias recorridas son considerablemente mayores que en P. papua,
gue en realidad permanece en la colonia o en sitios aledafios (Clarcke et al. 2003; Biuw
et al. 2009). En colonias simpatricas se ha podido observar que los primeros en arribar
son ejemplares de P. adeliae, seguidos por P. papua y finalmente P. antéarctica,, lo que
plantea una relacion de competencia por el sustrato (Black et al. 2016). Durante la
incubacion, las hembras de P. antarctica como de P. papua son las primeras en incubar

los huevos, en cambio en P. adeliae, son los machos quienes se encargan primero de
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esta labor (Watanuki 1993). Las estrategias de captura de cada especie difieren
también, los P. papua depredan en aguas poco profundas y cercanas a las costas
(Miller et al. 2009). Las otras dos especies lo hacen en aguas mas profundas, a mas de
100 m de profundidad en P. antarctica y de 50 a 100 m en P. adeliae (Ropert-Coudert
et al. 2001; Takahashi et al. 2003).

Quizas una de las caracteristicas diferenciales mas interesantes es que la especie P.
papua demuestra una mayor plasticidad en cuanto a su estrategia de captura y la
composicién de su dieta, principalmente en el consumo de krill, del que las otras dos
especies son mucho méas dependientes (Trathan & Hill 2016). Todas estas diferencias
en las estrategias de vida de cada especie han permitido explicar parcialmente los
cambios demograficos experimentados por cada una de ellas (Jefferson et al. 2007). Al
menos en los ultimos 20 afos, la bibliografia reporta que en poblaciones de P. adeliae
de la peninsula Antartica, el numero de parejas reproductivas ha descendido hasta en
un 53 % (Peter et al. 2005; Forcada et al. 2006; Forcada & Trathan 2009; Lynch et al.
2012; Lynch & LaRue 2014; Juarez et al. 2015; Sierakowski et al. 2017). Los reportes
en P. antarctica son los méas escasos, sin embargo muestran una tendencia similar a la
de las colonias de P. adeliae (Peter et al. 2005; Lynch et al. 2012; Sierakowski et al.
2017). Las colonias de P. papua por su parte, parecen estar manteniéndose o
aumentando en numero y cantidad de parejas reproductivas (Klemens et al. 2001;
Peter et al. 2005; Forcada & Trathan 2009; Lynch et al. 2012). Aparentemente los
requerimientos diferenciales, plasticidad y en definitiva la capacidad de adaptarse de P.
papua le han permitido mantener, y en algunos casos mejorar, su éxito reproductivo,
namero de parejas y sobrevivencia, incluso logrando expandir sus rangos de

distribucion convencionales (Pistorius et al. 2010; Lynch et al. 2012).
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Monitorear la condicion fisiolégica de los individuos de una poblacion, ha permitido a
guienes hacen estudios de conservacion, establecer qu el nivel de estrés que
experimentan los individuos puede interpretarse como un indice de riesgo de amenaza
de las poblaciones (Wingfield et al. 1997; Cockrem 2005; Walker et al. 2005). En base
al éxito adaptativo mostrado por pinglinos de la especie P. papua de la peninsula
Antartica e islas sub- Antarticas, es esperable que los ejemplares de esta especie estén
sometidos a menores niveles de estrés y muestren una mejor condicién que ejemplares

de las especies P. adeliae y P. antarctica.

HIPOTESIS
El valor de la relacién H/L de pingiinos de la especie Pygoscelis papua pertenecientes
a la peninsula Antartica e islas sub- Antarticas es menor al de las especies P. adeliae y
P. antartica de las mismas zonas, en consecuencia se espera ademas que factores
asociados a condicion: VG, RLT, ICC, PPT, P y L demuestren que la condicion de la
especie P. papua es superior a la de las otras dos especies.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el nivel de estrés y condicion en pinguinos del género Pysgoscelis,

pertenecientes a la peninsula Antéartica e islas sub-Antarticas

Obijetivos especificos

e Definir rangos de referencia de los parametros: H/L, VG, RLT, ICC, PPT, Ly P,

para cada una de las especies estudiadas.

e Caracterizar la respuesta al estrés a través del parametro H/L y su correlacion

con los parametros asociados a condicion.
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e Caracterizar la condicion de los individuos de cada grupo a través de los
parametros VG, RLT, ICC, PPT, Ly P, comparandolos con rangos de referencia

existentes

e Comparar respuesta al estrés y condicion entre las tres especies a través de los
parametros previamente descritos (H/L, VG, RLT, ICC, Py L)
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METODOLOGIA
Area de estudio
Se utilizaron ejemplares de las tres especies de pinguinos: Pygoscelis papua,
Pygoscelis adeliae y Pygoscelis antarctica, pertenecientes a colonias de cinco

localidades en la peninsula Antértica:

(1) Base Bernardo O’Higgins (BO), ubicada en Rada Covadonga, Cabo Legoupil (63°
19 15” S; 57° 53’ 55” O) peninsula antartica. La base se ubica especificamente en el
islote Isabel Riquelme (Figura 2) y fue fundada en 1948, es operada por el ejército de
Chile. Durante el invierno, su poblacién alcanza las 18 personas, principalmente
militares y en los meses de diciembre a febrero se alcanza el maximo de habitantes,
estos llegan a 44, contando militares y cientificos (INACH 2016a). Est4 ubicada
aproximadamente a 18 m s.n.m., el mar circundante posee glaciares durante todo el
afio, aunque no es hasta los meses de Mayo a Septiembre, con temperaturas
ambientales que van de los -13,4 °C a -2,7 °C, que la superficie de sus aguas
profundas se congela (INACH 2016a). Mientras, las temperaturas en los meses
restantes son un poco mayores fluctuando en un rango que va desde los -11,1 °C a los
3,2 °C. Fuertes vientos descienden desde el glaciar de tipo alpino, estos superan
facilmente los 200 km/h de velocidad, arrastrando mucha nieve, que en ocasiones,
impide la visibilidad por completo (INACH 2016a). Su clima se describe como semi-
desértico polar, es decir una transicion entre el clima polar oceanico de las costas, y el

clima desértico polar del interior del continente (Bockheim 2015).
En cuanto a suelo, alrededor del 50% de la superficie se mantiene cubierta de nieve en

los meses menos frios, mientras el area por permafrost es ain mayor (Martin-Serrano

et al. 2005). Los suelos del area permanecen congelados durante el invierno y se
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descongelan en verano, en la mayoria de los casos el permafrost se encuentra dentro
de los 0,3 metros de profundidad pero en suelos con roca sub-superficial puede
encontrarse hasta a un metro de profundidad, se descongela en su totalidad
(Godagnone & De la Fuente 2011).

Existen bloques o afloramientos rocosos pertenecientes a la cordillera general José
Domingo Cafas, en la superficie de estos bloques pueden encontrarse algunos
ejemplares de liguenes que representan en gran parte la escasa vegetacion del lugar
(Bockheim 2015). Los sitios de nidificacion de pingilinos se encuentran en dos puntos:
alrededor de la base misma (Figura 3) y en la isla Kopaitic ubicada a 600 metros al
noroeste de la base (Figura 4). En el primer sitio la colonia de P. papua es pequefa. En

el segundo sitio existen colonias simpatricas de las tres especies.
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Figura 2. Base B. O"Higgins. Islote Isabel Riquelme. Fuente: Daniel Gonzalez-Acuia.
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Figura 3. Colonia de Pygoscelis papua en islote Isabel Riquelme (Base B. O’Higgins)

sitio de nidificacion. Fuente: Daniel Gonzalez-Acuia.
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Figura 4. Isla Kopaitic, sitio de nidificacion. Fuente: Daniel Gonzalez-Acufia.

(2) Base Presidente Gabriel Gonzélez Videla (GGV), ubicado en Bahia Paraiso,
peninsula Antartica (64° 49’ 26” S; 62° 51° 26 "0O). Construida por la FACH, fue
inaugurada el 12 de marzo de 1951. Esta base s6lo es habitable en temporada estival,
durante la cual hay 11 representantes de la FACH y 4 investigadores cientificos, lo que
suma una poblacion maxima de 15 personas (INACH 2016b). Si bien la base se
encuentra proxima a zonas especialmente protegidas por el tratado antartico; ZAEP
139 y ZAEP 153, la localidad en si no cuenta con ninguna proteccion especial y es de

hecho uno de los 5 puntos mas visitados por turistas en todo el continente (Pardo &
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Nieto 2014; INACH 2016b). Durante los afios 1995 a 1999 esta zona recibié a 9856
turistas (Pardo & Nieto 2014). La base se ubica en el islote llamado Waterboat point
(Figura 5). Promedios mensuales de temperatura del aire registrados en la Estacion
Palmer, muestran que en un periodo de 22 afos la temperatura mas baja registrada fue
de -7,8°C en agosto y la mas alta de 2,5°C en enero con una media anual de -2,3°C
(Baker, 1996). Son frecuentes las tormentas y precipitaciones con vientos persistentes,
por lo general de leves a moderados (INACH 2016b). Durante los meses de verano el

islote junto a la isla Kopaitic anidan alrededor de 14.000 pares de pinglinos de las tres
especies de Pygoscelidos (INACH 2016b).
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Figura 5. Base Gabriel Gonzalez Videla, Bahia Paraiso, flechas rojas indican colonias
dentro del islote. Fuente: foto modificada de INACH.

http://www.inach.cl/inach/?page id=12689.

(3) Cabo Shirreff (CS) Isla Livingston (62° 28" 12” S, 60° 46" 17” O) isla sub- Antartica,
Punto situado en la costa norte de la isla Livingston, la segunda isla mas grande de las
islas Shetland del Sur (INACH 2016c¢). La superficie de la peninsula es de
aproximadamente 3,1 km? con 2,6 kilémetros en direccién norte-sur y 0,5 a 1,5
kilbmetros en direccion este-oeste y una elevacion promedio de 53 m s.n.m. (ZAEP
149). Se describen una serie de terrazas costeras, cerros redondeados, cerros con
laderas empinadas, y playas de arena, grava y piedras (INACH 2016) (Figura 6). Datos
de temporadas estivales recientes indican temperaturas diarias medias del aire que
fluctian entre 2°C a 2,5°C (Goebel et al. 2000; 2001). La peninsula esta cubierta de
nieve gran parte del afio y se observan icebergs en la zona costera, pero toda su
superficie esta desprovista de nieve en los meses de verano, sin embargo se describen
precipitaciones durante la temporada con promedios anuales menores a los 60 mm
(ZAEP 149).
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Figura 6. Cabo Shirreff, Islas Shetland del Sur. Fuente: Daniel Gonzalez-Acuiia.

La actividad humana en Cabo Shirreff se ha limitado en gran medida a la ciencia
(INACH 2016c). La zona es de especial interés, ya que alberga una gran diversidad de
vida vegetal y animal; distintos tipos de invertebrados, una poblacién sustancial de
elefantes marinos del Sur (Mirounga leonina) y una pequefia colonia de lobos finos
antarticos (Arctocephalus gazella) (Aguayo & Torres 1966). Mas tarde el lugar fue
designado Sitio de Especial Interés Cientifico (Torres & Aguayo 1993). La designacion
se fundamenté en la presencia de colonias de lobos finos antarticos y pinglinos, asi
como de pesquerias de krill dentro de una zona comun, por eso su seguimiento y
control es critico para el ecosistema (INACH 2016c¢). En cuanto a la vegetacion se han
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registrado al menos un tipo de pasto, cinco especies de musgos, seis de liquenes y una
de hongos (Knox 2007).

(4) Punta Narebsky (PN), peninsula de Barton, Isla Rey Jorge (62° 14’ 25” S, 58° 46’ 5”
0), isla sub- Antartica; Este punto se sitia en la peninsula de Barton ubicada en la
costa sudeste de isla Rey Jorge (Figura 7) (ZAEP 171). La zona sOlo es visitada en
época estival con fines cientificos y de vigilancia, aunque en los ultimos afios se han
formulado denuncias sobre visitas, frecuentemente de personas provenientes de
estaciones cercanas con fines distintos a los de investigacion cientifica, en particular
durante la temporada de reproduccion, lo que ha aumentado la vulnerabilidad de la
zona ante la interferencia humana (Peter et al. 2005). La Estacién Rey Sejong, refugio
ubicado en la costa sudeste perteneciente a la Republica de Corea, situada a 2
kilbmetros al noroeste de la punta Narebski, ha pasado de ser visitada por menos de 20
personas anuales a fines de la década de los ochenta a mas de 110 personas anuales
(ZAEP 171).
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Figura 7. Punta Narebsky, peninsula Barton, Isla Rey Jorge. Fuente: Daniel Gonzalez-

Acufa.

El clima es humedo, con una humedad relativa de 89% (media anual) y una
temperatura media anual de -1,8°C, con una maxima de 9,8°C y minima de -23,1°C
(Knox 2007). Durante la temporada estival la nieve desaparece del suelo y las
precipitaciones totales anuales ascienden a 597 mm (ZAEP 171). La media de la
velocidad del viento es de 7,1 m/s (ZAEP 171).
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Existe una cubierta de musgos y liguenes particularmente extensa, sumado a una
especie de planta floral antartica (hasta ahora se han encontrado solamente dos
especies de plantas florales en la Antartica, 51 especies de liquenes, 29 especies de
Musgos, seis especies de hepaticas y una especie de alga). Otra caracteristica notable
de la zona es que estad habitada por mas de 3.000 parejas de pinglinos Barbijo, el
mayor nimero de la isla Rey Jorge (isla 25 de mayo), y mas de 2.300 parejas de
pinguinos de Papua (Peter et al., 2005). Hay ademas otras 16 especies de aves, entre
ellas Skuas Pardas (Stercorarius antarcticus lonnbergi), Skiias Polares (Stercorarius
maccormicki), Gaviotas Dominicanas (Larus dominicanus) YyPetreles Gigantes
(Macronectes giganteus), todos ellos posibles depredadores de polluelos de pinglino
(ZAEP 171; Knox 2007).

(5) Peninsula Ardley (ARD) isla Rey Jorge (62° 12’ S; 58° 53’ O), isla sub- Antartica: La
isla o peninsula Ardley, recibe esta doble denominacién por la existencia de un istmo
que queda cubierto por el mar durante los periodos de marea alta, aislando la
peninsula y convirtiéndola en una isla que evita el transito de personas hacia la zona
protegida y posibilita una proteccion apropiada (Figura 8) (ZAEP 150). El punto se
encuentra a aproximadamente 2 km al sudeste de la estacion Bellingshausen
(Federacion Rusa) y de las estaciones Escudero y Frei pertenecientes a Chile (ZAEP
150). Si bien la zona de anidamiento posee protecciones especiales, el area colindante,
donde se encuentran las estaciones, es altamente visitada por turistas, existe un trafico
aéreo importante dado que en este lugar se encuentra el aeropuerto chileno Teniente
Marsh, esta area funciona como un centro logistico por su posicion geogréfica y las
ventajas meteoroldgicas respecto de areas mas cercanas (Peter et al. 2005).

El area donde se encuentran las bases previamente descritas produce grandes
cantidades de residuos como metales, madera, micro y macro plastico, vidrio, material

toxico y biodegradable. Esta zona de la Antartica se caracteriza por cambios climaticos
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repentinos, en que la velocidad de los vientos y las temperaturas atmosféricas son
mayores que en el resto del continente (Peter et al. 2005). En el periodo comprendido
entre 1969 a 2005 se registrd una temperatura promedio anual de -2,3 °C y una
precipitacion promedio anual de 687 mm (AARI 2006). Turner et al. (2005) reportan que
las temperaturas en la época estival estan aumentando de 0,1 a 0,5 °C por cada 10
afos en esta area. La peninsula se cubre de nieve durante gran parte del afio salvo en
la época estival en que el suelo queda desprovisto casi completamente (Braun & Hock
2002). Se describe la presencia del glaciar Collins justo en frente a la ZAEP 150, el cual

ha disminuido en tamafo debido a su constante derretimiento (Braun & Mustafa 2012).

El area protegida posee algunas lomas que alcanzan como maximo 60 m s.n.m., en
esta area existen colonias de P. papua y P. adeliae (Figura 9), pero se describen
también colonias de skuas, gaviotas y petreles (Peter et al. 2005). Ademas de la
presencia de mamiferos marinos como elefantes marinos, focas antarticas, focas de
Weddell y focas leopardo. Dentro de la cubierta vegetal se pueden encontrar liquenes,

Musgos Yy una especie de angiosperma (Ochyra 1998; Peter et al. 2005).
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Figura 8. Istmo de peninsula Ardley. Fuente: Foto extraida de Peter et al. 2005.
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Figura 9. Colonias de Pygoscelis papua en peninsula Ardley. Fuente: Elaboracion

propia.

Toma de muestras.

Se obtuvieron muestras de 605 pinguinos adultos, los cuales fueron muestreados
durante los meses de Enero y/o Febrero de los afios 2011, 2012 y 2016. La Figura 10
indica las especies de pinguinos estudiadas en cada localidad muestreada, su
ubicacion y el afio en que fue visitada. Con el fin de reducir al minimo los disturbios
provocados en las colonias, los pinguinos fueron capturados al salir del agua, al menos
a 10 metros de los sitios de nidificacion. Fueron capturados por medio de un chinguillo

en forma oportunista, sin ningun otro criterio de eleccibn mas que la cercania al
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operador, en apremio a reducir situaciones de estrés. El tiempo maximo de
manipulacion fue de 6 minutos por ave, ya que cuando existe estrés la heterofilia y
linfopenia se hace evidente a nivel sanguineo una a dos horas post exposicion, es por
€S0 que con un tiempo de exposicion breve y una toma de sangre inmediata se puede
descartar que los resultados reflejen el estrés propio de la manipulacion (Davis et al.
2008).

Google Eart : . AR B b A
CA L N

100 km

Figura 10. Mapa de la peninsula Antértica, indicando lugar de muestreo, especie y
tamafio muestreal (N). Fuente: Extraido de Google Earth y posteriormente modificado.

41



Una vez capturados los ejemplares, fueron sujetados en forma manual y dispuestos en
el regazo del investigador con el pecho acostado a lo largo de las piernas de este,
aplicando una leve presién en la cabeza y patas (Wilson 1997). Durante todo el
procedimiento se mantuvo con la cabeza tapada para reducir el estrés. Se extrajo a
cada pinguino aproximadamente 3 ml de sangre mediante la venopuncion de la vena
braquial izquierda con aguja de 23G. Para una mejor asepsia del sitio de puncion se
uso alcohol al 70%. Una vez extraida la muestra, se realiz6 de inmediato un frotis
sanguineo siguiendo la metodologia descrita por Galvez et al. (2009). Luego la sangre
extraida se depositd por partes iguales en tubos con y sin anticoagulante.
Posteriormente a la extraccion de la sangre, mediante una huincha de medir (marca
Standley) se obtuvieron medidas anatémicas de los pingtinos incluyendo el largo total.
El peso se obtuvo en kilogramos con una pesola macroline (marca Prazisionswaagen).
Previ6 a la liberacion, y con el fin de evitar la recaptura, cada pingtino fue marcado con

acido picrico en zona pectoral.

Las muestras fueron transportadas a los laboratorios del Instituto Antartico Chileno
siguiendo la correspondiente cadena de frio. El plasma y suero fueron congelados a -
80°C, para posteriormente ser analizados en el laboratorio de Patologia Clinica,
Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de
Concepcién. Cada frotis fue fijado con metanol y teflido con colorante Giemsa
(Merino1999).

Para evaluar la condicion corporal de las aves se utiliz6 como medida una regresion
lineal entre la longitud total del cuerpo y el peso dando un valor “esperado” del peso.
Este valor “esperado” fue restado al valor real de peso obtenido durante el muestreo.
Por lo tanto, los valores de este indice de condicion corporal (ICC) son positivos

cuando el peso del individuo estd sobre lo esperado para su tamafio y valores
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negativos indican que el peso del individuo esta bajo el valor esperado para su longitud
total (Labocha & Hayes 2012).

Analisis de laboratorio

La determinacion de recuento diferencial de leucocitos, volumen globular y proteinas
plasméticas totales fue realizada en laboratorios de INACH en la Peninsula Antartica,
mientras que a partir de muestras de plasma y suero, se determinaron los pardmetros
restantes en el laboratorio de Patologia Clinica, Departamento de Ciencias Clinicas,

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcion.

Volumen globular (VG): Se determind por proceso de centrifugacion en tubos de
microhematocrito por 5 minutos a 12.800 rpm y se expreso en porcentaje. Este método

tiene un margen de error de aproximadamente el 1% (Duncan et al. 2005).

Proteinas plasmaticas totales (PPT): Su concentracion se determind por medio de un
Refractometro de Golberg, siendo expresadas en gr/L (Schalm 1975). Sélo fue posible
determinar este parametro en P. antarctica y P. adeliae, ya que durante la campafia de

muestreo de P. papua el refractbmetro no estaba disponible en las bases visitadas.

Recuento leucocitario total (RLT): Se determin6é en camara de Neubauer utilizando
como diluyente la solucion descrita por Rees y Ecker modificado (Lucas & Jamroz
1961).

Relacion Heterofilos/Linfocitos (H/L): Los frotis sanguineos fueron secados al aire y
fijados en metanol, para luego ser tefiidos con tincién Giemsa. Se observé cada frotis al
microscopio a 100X, los 100 primeros leucocitos observados se identificaron y

cuantificaron segun su tipo: linfocitos, heterdfilos, basofilos, monocitos o eosinofilos. Se
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determind el H/L dividiendo el nimero total de heterdfilos contabilizados de cada frotis

por el nimero total de linfocitos del mismo frotis (Tejeda et al. 1997).

Analisis de datos

Los valores de H/L obtenidos fueron agrupados segun especie Yy localidad
conformandose los siguientes grupos: (1) P. papua/Base B. O’Higgins, (2) P.
papua/Base G. Gonzalez Videla, (3) P. papua/Peninsula Ardley, (4) P. antarctica/Cabo
Shirreff, (5) P. antarctica/ Punta Narebsky, (6) P. antarctica/ Base B. O’Higgins, (7) P.
adeliae/Peninsula Ardley, (8) P. adeliae/Base B. O’Higgins. Al analizar la distribucion de
los datos obtenidos para cada uno de estos grupos, se obtuvo que todos tenian una

distribucion no paramétrica.

Para establecer grupos que abarcaran a todos los ejemplares de una misma especie,
con la certeza de que no se perdiera informacion al agrupar a pingiinos de una misma
especie, pero de localidades diferente, se realizé un pre-andlisis utilizando la prueba
no paramétrica de Wilcoxon que determiné que existian diferencias significativas entre
pinglinos de una misma especie pertenecientes a diferentes localidades. El pre-
analisis permitié reagrupar a los ejemplares. Una vez re-agrupados los ejemplares, se
obtuvieron 5 nuevos grupos: (1) Pa-ARD, compuesto solo por ejemplares de la especie
P. adeliae pertenecientes a la peninsula Ardley (N= 25); (2) Pa-BO compuesto sélo por
ejemplares de la especie P. adeliae pertenecientes a la base B.O’Higgins (N= 66); (3)
Pb-SHBO, compuesto por ejemplares de la especie P. antarctica pertenecientes a
Cabo Shirreff y base B. O’Higgins (N= 147); (4) Pb-PN, compuesto solo por ejemplares
de la especie P. antarctica pertenecientes a Punta Narebsky (N= 88); y finalmente el
grupo (5) Pp, donde se agrupan a todos los ejemplares de P. papua (N= 279), de las

localidades: base B. O’Higgns, peninsula Ardley, base Gabriel Gonzéalez Videla.
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Los cinco nuevos grupos fueron comparados entre si nuevamente a través de la
prueba no paramétrica de Wilcoxon para establecer diferencias significativas en los
valores de H/L, es decir en su nivel de estrés.

Se realiz6 un analisis de componentes principales por cada grupo conformado, con los
parametros complementarios con el fin de reducir el nimero de variables y evaluar la
relacion de estas con H/L: volumen globular (VG), recuento leucocitario total (RLT),
proteinas plasmaéticas totales (PPT), indice de condicion corporal (ICC), peso (P) y
largo (L). Para evaluar condicién asociada al estrés, se busco la relacion de H/L con
otros pardmetros utilizados para evaluar condicion. Tales parametros complementarios
son representativos principalmente del estado nutricional e inmune de los ejemplares,
por tanto aportan informacion sobre la condicion desde estos frentes. Todas las
variables fueron estandarizadas a la misma escala en cada uno de los grupos. En
todos los grupos, el nimero de muestras se redujo debido a que existian ejemplares en
los cuales no fue posible determinar a lo menos un pardmetro complementario y por
tanto no podian ser parte del ACP. Se utilizé el criterio de Kaiser (1960) de seleccién de
componentes, el cual establece que se deben escoger los componentes con
autovalores iguales o mayores a 1. Para definir cuales parametros dentro de cada
componente eran los de mayor contribuciobn se consideraron aquellos cuyos
autovalores fueran iguales o superiores a 0,5 como describe Sokal & Rohlf (1986). Para
establecer la relacién entre el pardmetro H/L y las componentes seleccionadas (segun
el criterio previamente descrito), se realiz6 un matriz de dispersioén por el método de
méaxima verosimilitud (REML). Luego se someti6 a cada componente y H/L a una
prueba de correlacion de Spearman (no paramétrica). La condicidon se determiné
comparando los valores obtenidos en este estudio para los parametros mas

representativos de las componentes seleccionadas, con valores descritos en la
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literatura en las mismas especies. Los analisis previamente descritos fueron realizados

en el programa estadistico JMP 14.
Para establecer intervalos o rangos de referencia de cada parametro se utilizo el

meétodo de establecimiento de rangos en el programa Reference Values Advisor (Geffre
et al. 2011).
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RESULTADOS

Los valores de H/L para P. papua (grupo Pp) fueron significativamente menores que
para los pinguinos de los grupos Pb-PN y Pa-BO (p< 0,05). En el caso de P. adeliae de
Ardley (Pa-ARD), P. antartica de Shirreff y base B. O’Higgins presentaron valores
significativamente mas bajos que P. papua (p<0.05). La estadistica descriptiva para

este parametro en cada grupo se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de H/L para cada grupo de pingiinos analizados. Para cada grupo se

indica el tamafio de muestra (N), mediana, media, desviacién estandar (DE), error

estandar (EE), valores minimos y maximos, intervalos de confianza (IC) y rango de

referencia.
Median Media in. . ICsup ICinf Rango de
a referencia
Pp 279 0,9 1 05 0,03 0,2 2,6 1 0,9 0,2- 2,6
Pb- 147 0,8 0,8 05 0,04 02 2,5 0,9 0,8 0,3-2
SHBO
Pb-PN 88 1,1 1,2 05 0,06 0,1 2,7 1,3 1 0,4- 2,7
Pa- 25 0,5 0,6 04 009 01 1,9 0,8 0,4 0,1-2,3
ARD
Pa-BO 66 1,3 1,2 05 0,06 0,2 2,1 1,3 11 0,4- 3,1

Pp grupo ejemplares P. papua, Pb-BOSH grupo ejemplares P. antarcticca pertenecientes a Cabo Shirreff y Base B. O"Higgins, Pb-
PN grupo ejemplares P. antarcticua pertenecientes a Punta Narebsky, Pa-ARD grupo ejemplares P. adeliae pertenecientes a

Peninsula Ardley, Pa-BO grupo ejemplares P. adeliae pertenecientes a Base B. O"Higgins,

Los grupos Pb-PN y Pa-BO fueron los Unicos que no mostraron diferencias
significativas entre si (p>0,05). Estos dos grupos, ademas, poseen las dos medias y
medianas de parametro H/L mas altas de todos los grupos conformados. Por otro lado,
el grupo Pb-SHBO mostré la segunda media y mediana mas baja de los cinco grupos,
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siendo menor al grupo Pp (p<0,05). La estadistica descriptiva del parametro H/L en
grupos Pb-SHBO y Pb-PN se describe en la Figura 11.
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GRUPOS DE MUESTREO PINGUINOS BARBIJO

Figura 11. Mediana (M), maxima (Max) y minima (Min) del pardmetro H/L obtenido de
ejemplares de Pygoscelis antarctica pertenecientes a tres localidades de la Antartica.
Se muestran dos grupos de muestreo Pb-BOSH y el grupo Pb-PN.
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Los ejemplares de pinguino Adelia muestreados pertenecientes a dos localidades,
mostraron el valor promedio més alto (Pa-BO) y més bajo (Pa-ARD) del parametro H/L

(Peninsula Ardley y Base B. O’Higgins) (Figura 12).
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Figura 12. Mediana (M), maxima (Max) y minima (Min) del parametro H/L obtenido de
ejemplares de Pygoscelis adeliae pertenecientes a dos localidades de la Antartica. Se
muestran dos grupos de muestreo Pa-ARD que relne ejemplares de peninsula Ardley,

y el grupo Pa-BO que reune ejemplares de base B. O Higgins.
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En cuanto al ACP del grupo Pp, este demostréo que las componentes 1 (Prin. 1) y
componente 2 (Prin. 2) explican el 57 % de la variabilidad de los datos. Dentro de cada
componente se destacaron los parametros con autovectores mayores a 0,5, los cuales
se muestran en la Tabla 3. En la componente 1, los parametros de mayor contribucion
son el indice de ICC y P. Mientras que en la componente 2, los parametros de mayor
contribucion son VG y L (Tabla 4).

Tabla 3. Componentes principales y valores de vectores o parametros dentro de cada
componente de grupo Pp. En negrita se destacan las componentes y pardmetros que
contribuyen mas a la variabilidad

Autovalores

NUmero Autovalor Porcentaje Porcentaje acumulado
1 1,51 30,3 30,3
2 1,34 26,8 57,2
3 0,97 19,4 76,6
4 0,68 13,7 90,4
5 0,47 9,5 100

Tabla 4. Valores de autovectores de cada componente del ACP del grupo Pp. En

negrita se destacan los autovectores que contribuyen mas a la variabilidad

Prinl Prin2 ‘
RLT 0,06386 0,26454
VG 0,03268 0,69851
L 0,31178 0,61719
P 0,65203 -0,19307
ICC 0,68740 -0,15458
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Al establecer la relacion de estas nuevas variables con el parametro H/L, se observo
una correlacion débil y no significativa entre H/L y la CP1 (ro= 0,01; p> 0,05) y CP2 (ro=
0,2 p>0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Matriz grafica de dispersion de parametro H/L y componente principal 1

(CP1) y componente principal 2 (CP2). Grupo Pp.

En pinguinos Barbijo el ACP del grupo Pb-SHBO mostré que la componente 1y 2
explican el 59,4 % de la variabilidad de los datos en este grupo (con valores propios
iguales 0 mayores a 1) (Tabla 5). La mayor contribucién a la componente 1 la hacen los
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parametros P e ICC. En la componente 2 son VG y RLT los parametros de mayor

contribucion (Tabla 6).

Tabla 5. Componentes principales y valores de vectores o parametros dentro de cada
componente de grupo Pb-SHBO. En negrita se destacan las componentes y
parametros que contribuyen mas a la variabilidad

Autovalores

Componente Autovalor Porcentaje Porcentaje acumulado
Principal

1 2,33 38,9 38,9

2 1,22 20,4 59,4

3 0,96 16 75,5

4 0,82 13,6 89,23

5 0,64 10,76 100

6 0,002 0,0 100

Tabla 6. Valores de autovectores de cada componente del ACP del grupo Pb-SHBO.
En negrita se destacan los autovectores que contribuyen mas a la variabilidad

CP1 CP2 ‘
VG 0,02458 -0,70793
RLT -0,11536 0,63780
PPT 0,13584 0,26262
L 0,43392 0,15034
P 0,63720 0,00463
ICC 0,61100 -0,02109

La matriz de dispersion para establecer la relacion entre H/L y la CP1 y CP2 en el
grupo Pb-SHBO se muestra en la Figura 14. No existe una asociacion (p = 0,05 p >
0,08) entre la CP1 y el parametro H/L en este mismo grupo, pero si entre el parametro
H/L y la CP2 (p = 0,23 p= 0,006).
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Figura 14. Matriz grafica de dispersion de parametro H/L y componente principal 1
(CP1) y componente principal 2 (CP2). Grupo Pb-SHBO.

Las primeras tres componentes del grupo de pinglinos Barbijo pertenecientes a Punta
Narebsky Pb-PN explican el 80,3% de la variabilidad de los datos (Tabla 7). Ademas
los parametros de mayor contribucion de la CP11 son P e ICC, de la CP2 son RLT y

PPT, y de la CP3 es VG (Unico parametro con autovalor mayor 0,5) (Tabla 8).
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Tabla 7. Componentes principales y valores de vectores o parametros dentro de cada
componente de grupo Pb- PN. En negrita se destacan las componentes y pardmetros

que contribuyen mas a la variabilidad.

Autovalores

Numero Autovalor Porcentaje Porcentaje acumulado
1 2,52 42,1 42,1
2 1,29 21,6 63,7
3 1,02 1,02 80,3
4 0,67 11,2 92,1
5 0,47 7,9 100
6 0,00 0,0 100

Tabla 8. Valores de autovectores de cada componente del ACP del grupo Pb-PN. En
negrita se destacan los autovectores que contribuyen mas a la variabilidad

CP1 CP2 CP3
VG -0,15166 0,10620 0,90305
RLT 0,21950 0,61466 -0,20533
PPT 0,12888 0,67526 0,22245
L 0,41578 -0,38889 0,30195
P 0,61366 -0,05958 0,04086
ICC 0,60230 -0,01259 -0,01259

La matriz de dispersion creada para este grupo muestra la relacion del parametro H/L
con los 3 primeros componentes (Figura 15). SoOlo la CP1 se correlacion6
significativamente y positivamente con el parametro H/L (p<0,05; p =0,22), es decir que
H/L y la CP1, representada principalmente por peso e indice de condicion corporal,
varian de forma directamente proporcional. En tanto la CP2 y CP3 no se
correlacionaron en forma significativa con el parametro H/L (p>0,05).
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Figura 15. Matriz grafica de dispersion de parametro H/L y componente principal 1

(CP1), componente principal 2 (CP2) y componente principal 3 (CP3). Grupo Pb-PN.

El grupo Pa-ARD de pinglinos Adelia mostré que las componentes 1, 2 y 3 explican el
81,7% de la variabilidad de los datos (Tabla 9). L e ICC son los dos parametros de
mayor contribucién dentro de la componente 1. En el caso de la CP2 los pardmetros de
mayor contribucion son RLT y PPT, y en la CP3 es L el Unico parametro con un

autovalor mayor a 0,5 (Tabla 10).
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Tabla 9. Componentes principales y valores de vectores o parametros dentro de cada
componente de grupo Pa-ARD. En negrita se destacan las componentes y parametros

que contribuyen mas a la variabilidad

Autovalores

Numero Autovalor Porcentaje Porcentaje acumulado
1 2,01 33,5 335
2 1,87 31,2 64,8
3 1,01 16,9 81,7
4 0,63 10,6 92,4
5 0,4554 7,5 100
6 0,00 0,0 100

Tabla 10. Valores de autovectores de cada componente del ACP del grupo Pa-ARD.

En negrita se destacan los autovectores que contribuyen mas a la variabilidad.

CP1 CP2 CP3
VG 0,24128 0,47717 -0,13327
RLT 0,12999 0,59578 0,11885
PPT 0,16558 0,51133 0,41577
L 0,00588 -0,26425 0,88061
P 0,66658 -0,23118 0,04763
ICC 0,67313 -0,18064 -0,13230

Al analizar la relacién del pardmetro H/L y las tres componentes seleccionadas, no se

encontraron correlaciones significativas (Figura 16).
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Figura 16. Matriz gréafica de dispersion de parametro H/L y componente principal 1
(CP1), componente principal 2 (CP2) y componente principal 3 (CP3). Grupo Pa-ARD.

El ACP del grupo Pa-BO mostré que las primeras tres componentes son responsables
del 83,2% de la variabilidad de los datos (Tabla 11). Los parametros P e ICC son los
que mayor contribucion hacen a la CP1, mientras que RLT y VG son los de mayor
contribucion en la CP2, y VG y PPT en la CP3 (Tabla 12).
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Tabla 11. Componentes principales y valores de vectores o parametros dentro de cada
componente de grupo Pa-BO. En negrita se destacan las componentes y parametros

seleccionados.

Autovalores

Numero Autovalor Porcentaje Porcentaje acumulado
1 2,28 38,0 38,0

2 1,42 23,8 61,8

3 1,28 21,3 83,2

4 0,53 8,9 92,4

5 0,46 7,8 100

6 0,00 0,0 100

Tabla 12. Valores de autovectores de cada componente del ACP del grupo Pa-BO. En

negrita se destacan los autovectores seleccionados

CP1 CP2 CP3
RLT 0,00913 0,62385 0,38390
PPT 0,23251 0,31243 0,62025
L 0,39721 0,35917 -0,39047
P 0,63846 -0,19802 -0,03359
IcC 0,60835 -0,27867 0,03758

Al analizar la relacion entre el pardmetro H/L y las componentes principales 1, 2y 3, no

se encontraron correlaciones significativas (p>0,05) (Figura 17).
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Figura 17. Matriz grafica de dispersion de parametro H/L y componente principal 1

(CP1), componente principal 2 (CP2) y componente principal 3 (CP3). Grupo Pa-BO.

Los parametros complementarios de cada grupo se muestran en la Tabla 13. Se

incluye ademas el intervalo de referencia generado para cada grupo.
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Tabla 13. Estadistica descriptiva e intervalos de referencia de parametros

complementarios de los cinco grupos muestreados

Grupo  Parametro { Mediana ~ Media DE B IC sup IC inf Rango
VG 125 50 483 93 0.8 20 673 49,8 46,5 20,4-62,9
RLT 130 4825 5228 2735 240 1000 14200 5703 4754 1448-12500
Pp L 281 74,4 72,9 5,6 03 56,1 83,1 73:5 72,2 59,6-80,9
P 281 5,1 52 1,1 0,06 33 8,8 53 5,0 3,7-7,7
1CC 281 -0,21 -0,1 1,1 0,06 -1,7 2,5 0 -0,2 -1,6-33
VG 26 49 44 4 12,9 2.5 12 62 49.6 39,1 16,6-72.4
RLT 20 28400 34842 20589 4603 6600 72700 44478 25206 10464-80614
PaARD FPT 2 72 71 08 0l s 838 74 68 5285
L 28 66,8 66,5 5,23 0,9 56,5 84,9 68,5 64,4 58,1-80,9
p 28 44 45 0,6 0,1 38 6 48 43 3,3-59
1CC 28 -0,2 -0,1 0,69 0,1 -1,34 1,48 0,12 -0,41 -1,4--1,6
VG 66 55 54,1 50 0,6 38 61 553 52,8
RLT 69 34750 30840 20698 2491 1880 84200 35813 25868 2027-79433
Pa-BO PPT 68 9 838 0,8 0,1 7 11 9,02 8,6 7-10,8
L 75 65 65,5 33 03 58,7 75 66,3 64,7 59,3-75
P 75 4,5 4,7 0.8 0,09 3 8 4.9 4,5 3,5-6,9
ICC 75 -0,1 0,0 0,7 0,09 -1,65 3 0,2 -0.1 -1,2-2
VG 92 47 433 9,9 1,0 10 57 454 413 11,3-54.8
RLT 94 13225 15360 8142 839 2950 40650 17027 13692 4556-35130
PPT 92 8 7.9 0,7 0,08 6 10 8.0 7.7 6,1-9.8
Pb-PN L 94 71,1 70,8 34 0,3 57,2 78 71,5 70,1 61,1-76.4
P 94 54 5.3 0,6 0,06 32 6,5 5.4 42 3,7-6,5
ICC 94 -1.8 -1,8 0,57 0,05 -3,7 -0,7 -1,7 -2,01 -0,9--33
VG 186 49 49,2 5,5 0,4 30 68 50,0 484 35-61
RLT 188 12275 15393 9120 665 4700 46850 16705 14081 5425-40300
Pb-SHBO PPT 185 52 52 0,4 0,43 4 7 53 5,1 43-6,2
191 68,2 68,2 3,1 0,22 60,3 76,2 68,6 67,7 61,.8-74,5
P 189 3,9 3,9 0.4 0,03 3,0 5.4 4,0 3.8 32-49
IcC 189 -32 -1,6 0,42 0,03 -4,14 -1,65 -3.1 -3.3 -4-2.4

N tamarfio de la muestra, DE desviacion estandar, EE error estandar, Min valor minimo obtenido, Max. valor maximo obtenido, IC sup intervalo de
confianza superior de 95 %, IC inf intervalo de confianza inferior de 95%, VG volumen globular, RLT recuento leucocitario total, L largo, P peso, ICC

indice de condicién corporal
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DiscusION

Los niveles de H/L de P. papua (grupo Pp) mostraron valores significativamente
menores que los obtenidos para P. adeliae del grupo Pa-BO y P. antarctica del grupo
Pb-PN, tal como se esperaba. Sin embargo, tanto el grupo de P. adeliae Pa-ARD como
el de P. antarctica Pb-SHBO mostraron valores significativamente menores a los del
grupo Pp. En consecuencia la hipotesis propuesta se rechaza, por no cumplirse a
cabalidad. Por otra parte, los valores mostrados por la especie P. papua respecto de
parametros asociados a condicion (VG, RLT, ICC, PPT, P y L) concluyeron que estas

son similares a las obtenidas para las otras dos especies de pinguinos.

Gross & Siegel (1983), indican que aves con valores de H/L superiores a 1 deben
considerarse como estresadas. En el caso del presente estudio tanto el grupo Pa-BO
como el grupo Pb-SHBO obtuvieron un valor promedio H/L de 1,2, que indicaria estrés.
Sin embargo la clase Aves alberga a mas de 9000 especies, con biologia disimil entre
ellas, por lo que establecer un valor de referencia de estres por especie, género o
familia podria resultar mas apropiado (Clarck et al. 2009). El estudio realizado por
Minias (2019) confirma este ultimo punto, el que a través de un andlisis filogenético
comparativo establecié que las diferencias en los valores promedio de la proporcién
H/L para aves paseriformes versus aves no paseriformes son un rasgo evolutivo
divergente. En base a este hallazgo y otros registros bibliograficos es posible afirmar
que establecer valores de referencia para el pardmetro H/L, en una clase completa, no
resulta idéneo cuando las especies son tan variables en cuanto a sus valores
fisiologicos (Davis et al. 2008; Clarck et al. 2009; Vanstreels et al. 2014; D Amico et al.
2016). En pingtinos, el estudio de los niveles de H/L aun es escaso, aunque no nuevo.
En pinglinos magallanicos (Spheniscus magellanicus), Coraida et al. (2014) establece
valores promedio de H/L en ejemplares que llegaron a las costas Brasilefias, un grupo

de los cuales a pesar de ser sometidos a rehabilitacion (alimentacién asistida,
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suplementos, desparasitacion, etc.) no sobrevivid, mostraron un valor promedio de H/L
igual a 3,87 + 0,57 versus el grupo que si sobrevivio, cuyo valor promedio fue de 2,2 +
0,3. Puede apreciarse que el valor del grupo de pingliinos Magallanicos sobrevivientes,
se encuentra mas cercano a los valores promedio de los grupos de pinguinos con

valores de H/L mayores de este estudio, es decir al grupo Pb-PN y Pa-BO.

Hawkey et al. (1985) realizd un estudio en pingiinos Papua en que compar6 un grupo
de aves sanas versus un grupo de estas aves con dermatitis plantar. Las aves sanas
alcanzaron un valor promedio de H/L de 2,3 y un rango de 1,2 a 5,2 mientras que en el
grupo de aves enfermas, el valor promedio de H/L fue de 4,4, y un rango de 2,2 a 7,3
siendo estos valores promedio, superiores a los obtenidos para el grupo Pp del
presente estudio. Cabe sefalar que los ejemplares estudiados por Hawkey et al. (1985)
se encontraban en cautiverio en el Zooldgico de Nueva York. D"Amico et al. (2016)
determinaron valores promedio de H/L en ejemplares adultos sanos de pingtino Adelia
y Papua de colonias simpatricas en Punta Stanger (peninsula Antértica), obteniendo un
valor promedio de 1,1 + 0,2 en pinguinos Adelia y de 1,6 + 0,2 en Papuas, siendo
significativamente diferentes los valores de ambas especies, lo que se explicaria
principalmente porque la especie Papla estd expuesta a una mayor diversidad de
parasitos, lo que aumentaria sus niveles de heterofilos. El valor promedio de H/L
obtenido en este estudio para el grupo Pp es similar al del estudio citado previamente,
aunque su desviacidn estandar es mayor, efecto que podria darse porque los
ejemplares del presente estudio provienen de tres localidades diferentes. Ademas el
estudio de D"Amico et al. (2016) s6lo muestred a 20 ejemplares de una localidad. En el
caso de pinguinos Adelia, los valores promedio se asemejan a los obtenidos para el
grupo Pa-BO, comparativamente mas altos que en el grupo de la misma especie Pa-
ARD. Al respecto, cabe sefalar que esta especie de pinglino mostro el valor promedio
de H/L mas alto (Pa-BO) y mas bajo (Pa-ARD). Es particularmente interesante notar
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que pinglinos de una misma especie, pertenecientes a localidades diferentes,
muestren valores significativamente diferentes de H/L. Esta variacion podria estar
explicada por las caracteristicas propias de cada localidad, donde se produciria mas
estrés en la base Bernardo O Higgins, en comparacion a peninsula Ardley, para esta
especie. La especie P. adeliae se ha descrito como dependiente de hielo, lo que la
vuelve altamente sensible al aumento de temperatura del océano y aire (Ainley et al.
2010; Black 2016). Los pinguinos de esta especie usan el hielo de la superficie
oceanica, tanto para descansar como para capturar sus presas (Ainley et al. 2010). Al
comparar las caracteristicas ambientales de ARD y BO, puede destacarse que en la
ultima localidad, la presencia de hielo es mucho mas abundante y permanente, incluso
en la época estival (Braun & Hooke 2002; INACH 2016a). Igualmente las temperaturas
ambientales promedio anuales de ARD son mayores a las de BO (INACH 2016a).
Estas diferencias ambientales, sustentarian indirectamente la idea de que los
ejemplares pertenecientes a BO muestren menores valores de H/L (estrés) que los
ejemplares de ARD, sin embargo, contrario a lo esperado, ejemplares de BO mostraron
valores mas altos (1,2) que los ejemplares ubicados en ARD (0,6). De acuedo con los
reportes de la Direccibn General de Aeronaudtica Civil, Direccion Metereoldgica de
Chile, Servicios Climaticos, la Base BO durante el afio anterior al muestreo de este
grupo de pingiinos Adelia, es decir afio 2015, se reportaron 4 eventos de olas de calor,
gue en total abarcaron 14 dias, alcanzando una temperatura promedio de 2,5 °C,
versus una temperatura promedio anual de -4,1 °C. Sumado a esto se reportd una
cantidad de nieve fresca inusualmente alta con un total anual de 412, 9 cm. Mientras
gue en Ardley los datos obtenidos a partir de esta misma fuente para el afio anterior al
del muestreo, es decir 2011, fueron de 3 eventos de ola de calor, que en total
abarcaron 11 dias, alcanzando una temperatura méaxima de 2,2°C, versus una
temperatura promedio anual de -3,2°C. Las condiciones de temperatura con mayor
variacion, sumado a una cantidad de ne alta en el BO durante el afio 2015 podrian
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verse reflejadas en un umento de H/L producto del posible estado alostatico por el que
los ejemplares de P. adeliae de BO atravesaron como respuesta a estos cambios. Pero
cuando se evaltan junto al H/L, parametros complementarios que indican condicion, la
tendencia es la inversa, es decir, los valores promedio de al menos ICC, VG y PPT de
los ejemplares de pinguinos Adelia de BO, son mayores a los de ARD. El modelo
alostético permite entregar una explicacion a este escenario, una alteracion de H/L
(aumento) representa una respuesta al estrés o en términos del modelo; un estado
alostatico. El estado alostatico es aquel en que el organismo intenta mantener la
homeostasis a pesar del estimulo. Sin embargo cuando estado alostatico es
permanente, ocurre una sobrecarga alostatica que tiene repercusiones sobre la salud y
condicion de los animales, por el coste energético que implica (Cockrem et al. 2006;
Blas 2015). En base al parametro H/L, los pinguinos Adelia pertenecientes a BO
estarian experimentando estados alostaticos, pero no sobrecarga alostatica, por lo que

su condicidon no se ve mermada,

En pingtinos Barbijo no existen estudios comparativos de niveles de H/L entre grupos
control y grupos sometidos a algun estimulo especifico (Goessling et al. 2015).
Estudios como el de Vanstreels et al. (2014) determinan valores promedio de H/L en
ejemplares de pinglinos Barbijo sanos al examen clinico, este estudio determind un
valor promedio de H/L de ejemplares pertenecientes a Demay point (Islas Shetland del
sur) igual a 1,0 + 0,5 y en ejemplares pertenecientes a peninsula Keller un valor
promedio de H/L fue de 0,6 + 0,1 lo que se deberia a diferencias ambientales, aunque
el estudio no detalla cuales podrian ser estas. Mientras que Jara- Carrasco et al. (2015)
determind que el rango de tres colonias de pinglinos de esta especie sometidas a
distintos niveles de contaminantes organicos persistentes variaban en el rango 0,9 y
1,87. La variacion de los valores de H/L entre localidades para esta misma especie es

similar a la obtenida en este estudio.
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En Pygoscelidos, los valores de H/L parecen variar bastante dentro de una misma
especie (Anexo 1) al comparar localidades y condiciones fisiol6gicas diferentes, es asi
como de los cinco grupos estudiados, so6lo dos no difirieron significativamente en sus
valores del parametro H/L, aun cuando los ejemplares de cada grupo pertenecian a
especies y localidades diferentes (Pa-BO y Pb-PN). Este parametro en definitiva,
entrega informacion sobre una respuesta al estrés (dicho de otra forma, el estado
alGstatico), pero no es suficiente para establecer si dicho estrés lleva a una situacion de
sobrecarga alostatica, es decir si merma o no la condicion del organismo (McEwen &
Wingfield 2003; Blas 2015; Schreck & Tort 2016). Sin embargo, el estudio de Fefferman
& Romero (2013), logré establecer que los individuos de una poblaciébn con mayores
indices de condicion corporal en la temporada reproductiva, son también los que
presentan mayores promedio de H/L. Para entregar un panorama sobre la condicién
general de un individuo se deben integrar factores que diluciden la cronicidad de la
respuesta al estrés y su efecto en el correcto funcionamiento organico, es decir factores
gue den cuenta del estado nutricional, inmune y reproductivo (Fair et al. 2007; Clarck et
al. 2009).

El analisis de componentes principales realizado al grupo Pp mostré que dentro de las
componentes seleccionadas, los parametros de mayor contribucién fueron: P e ICC en
la componente 1; VG y L para la componente 2. Tanto el peso como el indice de
condicion corporal dan idea del estatus nutricional, e indirectamente sobre las reservas
energéticas de los ejemplares, es por eso que son importantes a la hora de evaluar la
condicion en su totalidad (Peig & Green 2009). Por otra parte, los parametros ligados a
la métrica de glébulos rojos como el VG en el caso de este estudio proveen
informacion sobre la funcién aerdbica del organismo, esencial para el correcto
funcionamiento de todos los sistemas (Johnstone et al. 2012). Ademas, se describe

gue este parametro responde sélo al estrés de tipo cronico (Romero et al. 2004).
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Bevan et al. (2002) obtuvo un promedio de peso de 6,4 + 0,2 kg en pinglinos papua
adultos de Isla Pajaro (South Georgia) en los veranos de 1992 y 1993. Mientras que
Tanton et al. (2004) obtuvo un valor promedio de peso de 6,8 kg y un rango de 6,6 a 7
kg en pingliinos Papua de la misma colonia durante los meses de abril a agosto de
2001. El rango de peso descrito para la especie es mas amplio, y va de 4,5 kg a 8,5 kg
(Dunning 2007). En el caso de este estudio los valores promedio y mediana del
parametro P en el grupo de pinguinos Papla se encuentra dentro del rango descrito
para la especie, aunque mas cercano al limite inferior. Al observar los valores de ICC
del mismo grupo se observa que sus condiciones corporales son un poco menores a lo
esperado para los valores de L obtenidos, con un promedio de -0,1 + 1,1 y una
mediana de -0,2. Ninguna de las dos componentes seleccionadas se correlaciond
significativamente con H/L. Si bien H/L no mostré relaciébn con la componente 1
representada principalmente por P e ICC, si puede apreciarse que H/L también es
cercano al limite inferior de rangos descritos en otros estudios para el pingtino Papua
(Hawkey et al. 1985; D" Amico et al. 2016).

Uno de los factores intrinsecos con mayor influencia sobre la variacion del peso y la
condicién de un ave es el periodo de muda y el de crianza, el primero porque implica
un periodo de inanicién y el segundo principalmente por el costo energético que
conlleva alimentar a los polluelos (Dunninng 2007). En especifico en pingtinos Papua,
el periodo de crianza implica costos energéticos mayores para los padres a medida que
los polluelos crecen (Bevan et al. 2002). En pinguinos Papua de la peninsula Antartica
se determinaron valores promedio de peso de padres en periodo de crianza de 5,8 kg
para machos y 5,0 kg en hembras (Renner et al. 1998). Es importante aclarar que las
colonias de pinglinos muestreados en el presente estudio (de las tres especies)
estaban en periodo de crianza, lo que podria explicar por qué los valores promedios de

Pp sean cercanos al limite inferior del rango descrito para la especie.
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El VG en aves silvestres ha sido estudiado principalmente desde un punto de vista
descriptivo, habiendo pocos estudios que relacionen directamente el VG con la
condicion de las aves (Fair et al. 2007). Campbell (1994) establece que valores bajo el
35% indicarian cuadros de anemia y sobre el 55% cuadros de policitemia en aves. El
trabajo realizado por Ibafiez et al. (2015) determind los valores promedio de VG para
las tres especies de Pygoscelidos en colonias simpétricas de peninsula Potter, los
cuales fueron del 45 al 50%. Aparentemente los valores de VG de pinguinos
Pygoscelidos estarian mas cercanos al limite superior del rango descrito para aves, lo
cual se refuerza con la publicacion de D" Amico et al. (2016) quienes obtuvieron valores
promedio de VG de 55.6 + 0.7 % en pinguinos Adelia y de 522 + 1,2 % en pinguinos
Papua, ambos pertenecientes a Punta Stranger, si bien los autores no evaluan a fondo
el porqué de estas diferencias, si se sugiere que todas las diferencias hematolégicas
(incluida RLT, como se mancion6 con anterioridad) entre estas dos especies se basan
en el alto y diverso parasitismo del que el pingtiino Papua es objeto. El grupo Pp obtuvo
un valor promedio de VG de 48,3 + 9,3 % Yy una mediana igual a 50%, valores
semejantes a los previamente descritos por estudios en la mismas especie y a los
publicados por Najle et al. (2006) en pinglinos Papua de la isla Rey Jorge (peninsula
antartica) con un valor promedio de 49,7 £ 5,3 %. En cuanto a las otras dos especies,
el valor promedio de VG obtenido para los grupos de pingiinos Adelia fueron 44,4 %y
54,1 % en ARD y BO, respectivamente, mientras que en pinglinos Barbijo los
promedios fueron de 43,3 % en pinglinos de esta especie pertenecientes a PN vy
49,2% en los pertenecientes a SH y BO. Para todos los casos los valores de VG se
encuentran dentro del rango de referencia para aves (Campbell 1994). Se describe que
este parametro por si s6lo no es suficiente para evaluar la salud en aves, ya que puede
verse afectado tanto por factores externos como por cambios fisiolégicos (edad, estado
reproductivo, etc), es por eso que fue evaluado junto a otros factores (Bearhop et al.
1999; Fair et al. 2007).
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El ACP realizado al grupo Pa- ARD selecciond las primeras tres componentes y
ninguna de ellas se correlacion6 con H/L, mientras que para el grupo Pb-SHBO, la
segunda componente seleccionada (CP2), dentro de la cual los pardmetros VG y RLT
son los de mayor contribucion, se correlacion6 significativamente con el parametro H/L.
Los parametros VG y RLT son parametros usados clinicamente para evaluar estatus
sanitario de las aves (Galvez et al. 2009). Para todos los grupos de este estudio, los
valores promedio de VG se encuentran dentro de los valores normales descritos
(Campbell 1994, Galvez et al. 2009). Por otra parte, el recuento leucocitario total (RLT)
permite establecer un indice de valoracion de la funcion defensiva y del estado general
del individuo, aunque sus intervalos de referencia muestran gran variabilidad entre
especies e incluso dentro de un mismo género (Campbell & Ellis 2006). La leucocitosis
ocurre en aves como resultado de: enfermedades bacterianas, enfermedades fungicas,
estrés, desordenes degenerativos y neoplasias (Galvez et al. 2009). La leucocitosis es
un conteo leucocitario alto, el caso de las aves se describe superior a 60.000 cel/ul
(Campbell & Ellis 2006). La leucopenia (bajo conteo leucocitario) se presenta cuando
existen conteos leucocitarios totales menores a 300 cel/ul, considerado anormalmente
bajo para cualquier especie de ave (Clarck et al. 2009). Ninguno de los grupos de
pinguinos de este estudio mostro valores indicativos de leucocitosis o leucopenia en
aves. Hawkey et al. (1985) determinaron un valor promedio de RLT para pinglinos
Papua sanos de 6.000 cel/ul y de 11.200 cel/ul para pinguinos enfermos. En pinglinos
Adelia adultos se determiné un valor promedio de RLT de 49.200 + 3.700 cel/pl y en
pinguinos Papua de 76.000+ 3.900 cel/ul, en colonias simpatricas de Punta Stranger,
esta diferencia significativa entre las especies se explicaria porque el pinglino Papua
es mayormente parasitado que el pinglino de Adelia lo que incrementaria el promedio
de RLT segun los autores (D"Amico et al. 2016). Palacios et al. (2018) determinaron
valores promedio de RLT en pingtinos Barbijo durante la época de reproduccion que

fue igual a 44.800 + 8.900 cel/ul (11 machos y 8 hembras) y durante la etapa de muda
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gue fue igual a 55.040 + 7.840 cel/pl en machos (N=14) y de 91.390 + 9.840 cel/ul en
hembras (N=9). Aparentemente los valores de RLT de pingtinos son altos en relacion
al intervalo de referencia para aves, posiblemente porque se describe que en aves de

menor tamafio, menores son los recuentos de RLT (Galvez et al. 2009).

Los grupos Pb-PN y Pa-BO resultaron ser los que mostraron valores de H/L mas altos,
y aun cuando los ejemplares de cada grupo pertenecen a especies diferentes, no
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos. Aparentemente el parametro
H/L y en consecuencia la respuesta al estrés es menos estable en el caso de pinguinos
Adelia y Barbijo, aunque no es posible decir lo mismo para pinglinos Papua. La
tendencia de este pardmetro en poblaciones de la especies P. adeliae y P. antartica
son similares, Minias et al. (2019) determinan que H/L es también un parametro
evolutivo en aves, aves altamente emparentadas y evolutivamente recientes poseen
mayores valores promedio de H/L, esto podria explicar la similitud antes indicada, sin
embargo la taxonomia actual reportada para el género Pygoscelis determina que P.
antartic y P. papua son especies hermanas, mientras que P. adeliae lo seria con el
antecesor comun de las otras dos especies (Ksepka et al. 2006). En el caso de los
ejemplares de pinglinos Barbijo, los pingtinos del grupo Pb-SHBO estan menos
estresados que los del grupo Pb-PN. En la especie P. antartica se han descrito factores
de distinta naturaleza, que estarian afectando sus poblaciones; uno de los mas
predominantes es la perturbacion y estrés que produce la presencia humana en las
colonias, tanto turistas como investigadores y aviones (Martin et al. 2004). La presencia
humana produce respuestas antidepredatorias en pinglinos, es decir induce una
respuesta de escape y estrés (Frid & Dill 2002). Las localidades SH y BO reciben
menos visitas anuales que la localidad de PN, las dos primeras soélo reciben visitantes
con fines cientificos y militares, y en especifico SH fue protegida a partir de la década

de los 90 por ser una Zona De Especial Interés Cientifico dado que en una misma area
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coexistian grandes colonias de pinguinos, lobos finos de un pelo y pesquerias de krill
(Aguayo & Torres 1996; INACH 2016a; INACH 2016c; ZAEP 149). Por otra parte, PN a
pesar de ser una Zona Antartica Especialmente Protegida, ha sido blanco de visitas no
autorizadas, principalmente turisticas, cuando los pingliinos se encuentran en época
reproductiva, las cuales ascenderian a 110 personas al afio, segun lo reportado por
Peter et al. (2005).

En el caso del grupo Pb-PN, con el mayor valor de H/L, y por tanto sometido a mayor
estrés , solo la componente principal 1 se correlacioné con el parametro H/L, dicha
componente esta representada principalmente por los parametros P e ICC. La mediana
para el parametro peso en este grupo fue de 5,4 kg y el promedio de 5,3 + 0,6 kg. En la
especie P. antarctica se describe un rango de peso de 3,5 a 5,5 kg (Peter et al. 2005).
El estudio realizado por Croll et al. (2006) en P. antarctica adultos pertenecientes a isla
Seal (Islas Shetland del Sur), determiné el valor promedio del peso de esta colonia
durante tres afios consecutivos (1990, 1991, 1992) obteniendo un valor promedio
méaximo de 4,0 kg y minimo de 3,8 kg. Si bien los pesos obtenidos en este estudio para
ambos grupos de P. antarctica (Pb-PN y Pb-SHBO) son mayores a los descritos en los
estudios previamente citados en la misma especie, su indice de condicion corporal
muestra una tendencia diferente. Las condiciones corporales reflejadas en los valores
de ICC del grupo Pb-PN estan por debajo de los valores esperados segun los
residuales de la regresion lineal entre P y L, con una mediana determinada de -1,8 y la
media -1,8 +0,57, mientras que en el grupo Pb-SHBO el valor promedio es similar, de -

1,6 £ 0, 42. El tamafio y nUmero de poblaciones de pinglinos Barbijo de la Peninsula
Antartica ha declinado en las ultimas décadas (Lynch et al. 2012). Esta especie pasa
gran parte de los meses de invierno en el océano, alimentandose principalmente de krill
asociado a la capa de hielo oceanica superficial (ice pack) que se forma en esta época

(Martinez et al. 2013). A consecuencia del calentamiento global y el consecuente
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aumento de temperatura en el océano y aire, el ice pack alcanza a descongelarse aun
en invierno (Smith & Stammerjohn 2001). Es en invierno cuando algunos pinguinos
pasarian por periodos de escases de krill, que incluso los llevarian a la muerte
(Forcada et al. 2006; Hinke et al. 2007; Trivelpiece et al. 2011). Esto ocurre en toda la
peninsula antartica independientemente de los micromabientes de cada colonia, es
posible que los ejemplares de esta especie muestreados no logren recuperar su peso y
condicion fisica después del invierno, ademas teniendo en cuenta que en el momento

del muestreo se encontraban en periodo reproductivo, el cual también es critico.

Gran parte de los trabajos que evaltan condicién corporal en pingliinos Pygoscelidos
utilizan como indices los residuales de la regresion lineal entre masa y medidas
morfométricas como: largo de ala, ancho de ala, largo de pico, ancho de pico y largo
total entre otros (Watanuki et al. 2003; Cockrem et al. 2006; Cottin et al. 2012;
Gonzalez- Acuia et al. 2013). Existen diversas maneras de determinar un indice de
condicién corporal en aves, pero cuales estimaciones funcionan mejor, es materia de
debate (Brown et al. 1996). Los métodos predictivos (como la regresion lineal simple)
gue usan el peso y otra variable morfométrica explicarian un poco menos del 50 % de
la variacion de la grasa en aves (evaluando condicion corporal como reservas grasas),
mientras que el peso 0 masa corporal en si es un predictor de condicion corporal
igualmente efectivo y facil de obtener (Green 2001; Peig & Green 2010; Labocha &
Hayes 2012). En el caso del grupo Pb-PN es posible que los valores promedio de H/L
obtenidos estén indicando la existencia de eventos o0 estimulos que desencadenen
estrés, pero tomando en cuenta que el peso o la masa corporal puede ser un buen
indicador de condicion corporal y su correlacion con el parametro H/L, la respuesta al
estrés aln no ha llegado a producir una merma en las reservas de energia (grasas) de

los ejemplares del grupo.

Los datos obtenidos por este estudio muestran ciertas tendencias, en que pinglinos
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Adelia pertenecientes a BO y Barbijo pertenecientes a PN muestran niveles de estrés
mayores (mayores valores promedios de H/L), el pardmetro H/L ha sido utilizado
principalmente como indice de estrés, al vincularlo con parametros complementarios
representativos de estatus sanitario (RLT, PPT y VG) y condicion corporal (ICCy P), se
puede observar que en definitiva la condicion en si no parece ser deficiente en relacion
a la de los deméas grupos, asi como al comparar con otros estudios en pinglinos
Pygoscelidos, por lo tanto estos pinguinos si bien estdn generando una respuesta al

estrés, no existe una sobrecarga alostaticay por tanto no ha mermado la condicion.

Uno o varios estresores pueden llevar a los pingliinos a un estado alostatico, el cual
puede identificarse como valores de H/L mas elevados (McEwen & Wingfield 2003;
Herring & Gawlik 2007). La sobre carga alostatica, que ocurre cuando no es posible
cubrir la cantidad de energia y nutrientes que el organismo necesita para llevar a cabo
funciones que le permitan seguir su ciclo normal de vida y a su vez, sobreponerse a
eventos impredecibles y potencialmente nocivos, sélo afecta la condicién de los
ejemplares cuando es del tipo Il (McEwen & Wingfield 2003; Blas 2015). La sobrecarga
alostatica tipo Il es aquella que se mantiene volviéndose cronica, resultando
normalmente en sobrecarga alostatica que lleva a estados patoldgicos e inclusive la
muerte (McEwen & Wingfield 2003; Blas 2015).

Los valores de los parametros estudiados muestran que existe un franco estado
alostatico en pinguinos de los grupos Pa-BO y Pb-PN, basado en sus niveles de HIL,
sin embargo al evaluar los parametros complementarios asociados a condicion no
puede asegurarse que exista una sobrecarga alostatica tipo I, pero si posiblemente
una sobrecarga alostética tipo I, la cual es un estado transicional (corta duracion),
después del cual el individuo puede restablecer su homeostasis y reservas energéticas
(McEwen & Wingfield 2003; Blas 2015).
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En ese sentido, el valor de H/L entendido como un indice de estrés, puede junto a otros
factores representativos de estado nutricional y sanitario, entregar un panorama sobre
la condicién general de un individuo, es por eso que ningun factor por si sé6lo entrega
suficiente informacion sobre la condicion, asi como la cronicidad de la respuesta al
estrés no puede evaluarse solo con el parametro H/L (Fair et al. 2007, Clarck et al.
2009). En el caso del presente estudio, los valores de H/L de todos los grupos estan
dentro de lo descrito por la bibliografia existente para pingliinos Pygoscelidos, al igual
que su variacion (Hawkey et al. 1985, Vleck et al. 2002, Ibafiez et al. 2015, D"Amico et
al. 2016) (Anexo 1).

A nivel poblacional existe casi un completo consenso en la bibliografia respecto de que
poblaciones y nimero de individuos de las especies P. adeliae y P. antactica muestran
una tendencia a la baja, mientras que en el caso de P. papua la tendencia es inversa
(Klems et al. 2005; Forcada et al. 2006; Peter et al. 2008; Forcada & Trathan 2009;
Lynch et al. 2012; Lynch & LaRue 2014; Juarez et al. 2015; Sierakowski et al. 2017).
Dado que la condicion de las tres especies de Pygoscelidos son similares, es decir, se
encuentran dentro de lo descrito por la literatura en cada especie y por tanto no serian
condiciones fisiolégicas desfavorables, es posible que la explicacién a estas tendencias
poblacionales disimiles sea una respuesta diferencial ante eventos de gran impacto
como los “eventos climatolégicos extremos”, que son definidos como aquellos que
ocurren con una frecuencia menor al 5% para una region en especifico y que a nivel
biolégico producen el aumento de tasas de mortalidad y disminucion del éxito
reproductivo (Wingfield et al. 2017). Aparentemente la especie P. papua es mas
resiliente ante estos eventos que la especie P. adeliae, mientras que para la especie P.
antartica no se registran casos que evaluen resiliencia en la bibliografia, pero a juzgar
por su dinamica poblacional seria similar a P. adeliae (Pistorius et al. 2010; Hinke et al.
2014; Wingfield et al. 2017).
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El nivel de estrés experimentado por pinglinos Papua es s6lo menor al comparar con
pinglinos Adelia de la localidad de peninsula Ardley y pinglinos barbijo de las
localidades de Cabo Shirref y Base Bernardo O Higgins. Este punto podria indicar que
la especie P. papua mantiene una respuesta similar al estrés, independientemente de
la localidad, y posiblemente de las estresores. Respecto de la condicion de los
ejemplares de las tres especies, se encontraria dentro de lo esperado para cada
especie al comparar con la literatura existente, por tanto las condiciones serian
equivalentes en las tres especies. La asociacion del parametro H/L con los parametros
que fueron utlizados como indicadores de condicién, permite establecer si existe
relacion entre respuesta al estrés y mermas a nivel nutricional o inmunolégico. Sélo se
pudo establecer una correlacion significativa en dos grupos de los 5 analizados, en Pb-
SHBO en que H/L se correlacion6 con la componente principal 2 representada
principalmente por VG y RLT; y en el grupo Pb-PN en que H/L se correlacioné de
manera significativa con la componente principal 1 representada principalmente por P e
ICC. Es posible que en la especie P. antartica sea mas sensible al estrés y este afecte
mas directamente la condicién nutricional e inmunoldgica, razén por la que la relacién
H/L estd correlacionada con algunos parametros representativos de ambas

condiciones.

En el futuro se deben dirigir esfuerzos para realizar estudios que puedan correlacionar
factores indicadores de estrés, condicion, nutricionales y reproductivos, a mayor escala
poblacional, para poder dilucidar a que responden las dinAmicas poblacionales. De la
misma forma, es importante establecer valores de corte o intervalos, que permitan
interpretar bien el indice H/L por especie (posiblemente a través de estudios tipo
caso/control), ya que el grupo de las aves es demasiado diverso como para esperar

gue aves estresadas de todas las especies muestren los mismos valores de H/L.
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ANEXOS

Anexo 1: Revision bibliogréfica del pardmetro H/L en pinglinos Pygoscelidos en

diferentes estudios.
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ANEXO 2

Estrés y condicion: diferencias en indicadores entre machos
y hembras de pingiinos Papua (Pygoscelis papua)

RESUMEN

Durante la época estival (enero y febrero) del afio 2011 fueron muestreados 279
ejemplares adultos de la especie Pygoscelis papua capturados en tres localidades en la
Peninsula Antartica: Base Bernardo O"Higgins ubicada en Rada Covadonga, cabo
Legoupil (63° 19’ 157 S; 57° 53’ 55” O), peninsula Antartica, Base Gabriel Gonzélez
Videla ubicado en Bahia Paraiso, peninsula Antartica (64° 49’ 26” S; 62° 51’ 26 "0O) y
Peninsula Ardley (isla Rey Jorge (62° 12 S; 58° 53 Q). Se evalud si existian
diferencias significativas en los niveles de estrés de ambos sexos a través de la
comparacion del parametro H/L, y para evaluar la condicon de los ejemplares de cada
sexo, se compararon los valores de los parametros: Volumen globular (VG), recuento
leucocitario total (RLT), peso (P), largo (L) e indice de condicion corporal (ICC). Para
todas las comparaciones se utiliz6 una prueba de comparacion de Wilcoxon. Los
niveles de H/L de machos y hembras no resultaron ser diferentes con promedios de
1,04 para machos y 1,02 para hembras. En cuanto a la condicion sélo se encontraron
diferencias significativas en los parametros fisicos: L, P e ICC (p< 0,05), y no para VG o
RLT. El parametro ICC resulté ser significativamente menor en hembras con una media
de -0,3 en comparaciéon a machos con una media de 0,03, sin embargo ambos valores
resultan estar muy cercanos al valor 0 que para este tipo de indicador resulta

representar una condicion corporal optima.

101



Palabras clave: Pygoscelis papua, estrés, condicidn, sexos, H/L.

ABSTRACT

Adult specimens of the Pygoscelis papua species belonging to three localities in the
Antarctic peninsula were used: Base Bernardo O'Higgins (located in Rada Covadonga,
Cape Legoupil (63° 19 '15''S; 57° 53' 55 " W) Antarctic peninsula ), Gabriel Gonzalez
Videla Base (located in Bahia Paraiso, Antarctic peninsula (64° 49 '26' 'S, 62° 51' 26 "
W), and Ardley peninsula (Rey Jorge Island (62° 12 'S, 58° 53' W) A total of 279
penguins were sampled during the summer (January and February) of the year 2011.
Significant differences were evaluated in the stress levels of both sexes through the
comparison of the H / L parameter. Also condition was evaluated through the
comparison of the parameters: Globular volume (VG), White blood count (WBC), weight
(P), length (L) and body condition index (ICC). A Wilcoxon test was used for all
comparasions. The levels of H / L of males and females were not different, with
averages of 1.04 for males and 1.02 for females. Regarding the condition, only
significant differences were found in the physical parameters L, P and ICC (p <0.05).
The ICC parameter was found to be significantly lower in females with a mean of -0.3
compared to males with a mean of 0.03, however both values are very close to the

value 0 that for this type of indicator is to represent a condition optimal body

Keywords: Pygoscelis papua, stress, condition, sexes, H/L
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INTRODUCCION

En animales vertebrados, los estresores son mdltiples, y las vias fisiolégicas que en
consecuencia se activan son, en general, las mismas para todos los animales (Bokony
et al. 2009). Sin embargo las respuestas concretas al estrés y la condicion, que pueden
evaluarse a través de indicadores, frecuentamente difieren de individuo en individuo
(Klein & Romeo 2013). El andlisis comparativo de la respuesta al estrés entre sexos se
ha llevado a cabo en diferentes especies animales (Abbot et al. 2003; Goymann &
Wingfield 2004). Esta comparacion se basa en grandes y pequefias disimilitudes en su
ciclo de vida, que en el caso de los pinguinos difiere entre sexos, principalmente en la
etapa reproductiva (Williams 1995). En las tres especies de pinglinos Pygoscelidos, el
ciclo reproductivo puede dividirse en 5 etapas (Lescroél et al. 2009): (1) etapa pre-
reproductiva, que incluye el cortejo, la formacién de la pareja y la construccion del nido,
lo que supone mayor gasto energético para los machos; luego de la cépula, y la puesta
de huevos comienza la Incubacion (2), momento en que ambos miembros de una
pareja se alternan para incubar sus huevos (Knox 2007). Con la eclosion (3) comienza
la tercera etapa en que ambos padres realizan turnos para incubar huevos y luego
alimentar a sus pichones, los cuales todavia estan en el nido y dependen de ellos para
proteccion, mantenimiento de la temperatura y alimentacion. Mas tarde los pichones se
agrupan con otros formando “guarderias” (4), mientras ambos padres forrajean y
retornan regularmente para alimentarlos y, por ultimo, la fase (5) en que los pichones

mudan el plumén por la plumay parten al mar por primera vez (Lescroel et al. 2009).

Las principales diferencias en cuanto a pérdida y recuperacién energética comienzan a
forjarse desde la formacion y postura de huevos, donde la hembra se encuentra en
ayuno, al igual que el macho, pero ademas debe producir vitelina, sustancia base para

la formacion de la yema (Reynolds & Waldron 1999). Ademas el macho puede
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recuperar peso y condicion corporal mas rapidamente que la hembra, ya que pueden
sustentar tanto la alimentacion de sus polluelos como la propia, mientras que la hembra

s6lo alimenta a sus crias (Loescroel et al. 2009).

Estas diferencias sentan la base para comenzar a estudiar la relacion que existe entre
el sexo de los ejemplares de P. papua y parametros hematologicos que permitan
caracterizar y comparar tanto el estrés al que se ven sometidos, como si la respuesta a
este afecta o no su condicion (Takahachi et al. 2003; Velando et al. 2003; Fair et al.
2007).

La relacion H/L (heterdfilo/linfocito) se ha usado en aves y vertebrados para evaluar
estrés, resultando ser un indicador tan veraz como la medicion de cortisol plasmatico,
pero con ventajas practicas ya que la manipulacién de los ejemplares no afectaria su
valor (Sandoval et al. 2003). Por otra parte, la evaluacién de condicién en aves se ha
realizado a partir de distintos pardmetros que en conjunto entregan mayor informacion
gue en forma individual (Giambelluca et al. 2016).

El recuento leucocitario total (RLT) y el volumen globular (VG) permiten establecer, en
primer lugar la condicién inmunitaria de los ejemplares, y la eficiencia en la captacién y
transferencia de energia (Davis et al. 2008). Ambos parametros pueden verse
afectados por infecciones bacterianas, trastornos gastrointestinales, hemorragias,
deficiencias nutricionales de minerales como el hierro o el cobre (Galvez et al. 2009),
pero ademas el VG puede variar segun factores como edad, sexo y estatus
reproductivo (Fair et al. 2007).

Durante gran parte de la etapa de reproduccién de los pinglinos existe una pérdida
enérgetica importante, debido al ayuno que realizan durante el proceso de muda,
postura, incubacion y en algunos casos ciranza (Bevan et al. 2002). Es por eso que

este periodo puede afectar considerablemente la condicion de un individuo lo que
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puede evaluarse a través de aspectos fisicos y fisiologicos asociados a las reservas
energéticas (Peig & Green 2009; Melian et al. 2014). En algunos casos los pinglinos
llegan a perder hasta el 45% de su masa corporal, afectando la condicidn corporal y en
consecuencia la condicion general de los ejemplares (Fowler & Cubas 2001; Kerry &
Riddle 2009).

Evaluar las diferencias fisiolégicas que muestran machos y hembras de una misma
especie ante periodos naturalmente estresantes como la crianza, permiten puntualizar
valores que soOlo se han descrito a nivel de especie y ademas permite determinar
cuales son los puntos criticos durante la reproduccién de los pingtinos, cuyo manejo es

crucial para que la reproduccién sea exitosa.

HIPOTESIS

Dado que los requerimientos energéticos en edad reproductiva difieren entre pinglinos
machos y hembras principalmente desde la incubaciébn y hasta la crianza, se

encontrara diferencias en niveles de estrés (H/L) y condicion entre pinguinos P. papua

machos y hembras adultos de la Peninsula Antartica e islas sub-antarticas,
OBJETIVO GENERAL
Determinar los niveles de estrés experimentados por machos y hembras adultos de la

especie P. papua, a través de la evaluacion del parametro H/L.

Evaluar la condicién de machos y hembras adultos en época reproductiva de la especie
P. papua, a través de los parametros: ICC, P, L, RLT y VG.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Determinar valores de H/L en pinglino machos y hembras adultos de la especie

P. papua

e Determinar valores de referencia por sexo para lo pardmetros VG, RLT, L, P e

ICC en pinglino adultos de la especie P. papua

e Establecer si existen diferencias significativas en los parametros H/L, VG, RLT,
P, L e ICC, entre pinguinos Papla adultos machos y hembras en época

reproductiva.

METODOLOGIA

Durante los meses de enero y febrero fueron muestreados 279 ejemplares adultos de
la especie Pygoscelis papua pertenecientes a tres localidades en la peninsula
Antartica: Base Bernardo O Higgins (ubicada en Rada Covadonga, cabo Legoupil 63°
19’ 157 S; 57° 53’ 55” O) peninsula Antartica), Base Gabriel Gonzalez Videla (ubicado
en Bahia Paraiso, peninsula Antartica 64° 49’ 26” S; 62° 51’ 26 "0), y Peninsula
Ardley ( isla Rey Jorge 62° 12’ S; 58° 53’ O), durante la época de anidamiento y
crianza. La metodologia empleada fue descrita previamente en el trabajo de tesis, dado

que se trata de la misma muestra.

Los datos morfométricos (peso P, largo L, indice de condicién corporal ICC) y
hematologicos (volumen globular VG, recuento leucocitario total RLT, H/L) obtenidos
fueron lo mismos que se describieron con anterioridad a excepcion de las proteinas
plasmaticas totales (PPT), las cuales en este grupo no fue posible obtener. Ademas los
pardmetros VG y RLT sélo pudieron obtenerse en el caso de algunos ejemplares

pertenecientes a la Base Bernardo O"Higgins y Peninsula Ardley, esto debido a que en
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la base Gabriel Gonzalez Videla no existia el equipo necesario para la determinacion

de estos parametros.

Para la determinacion del sexo de los ejemplares se utiliz6 dos pares de cebadores
diferentes para amplificar las regiones del gen CHD1 que se encuentran en los
cromosomas sexuales. Se uso el par de cebadores P8 (50-CTC CCA AGG ATG AGR
AAY TG-30) y P2 (50-TCT GCA TCG CTA AAT CCT TT-30) que se ha establecido para
la mayoria de las especies de aves (Griffiths et al. 1998); y el par de cebadores PL (50-
CCC AAG GAT GAT AAA TTG TGC-30) y PR (50-CAC TTC CAT TAA AGC TGA TCT
GG-30) desarrollado para algunas especies de pinguinos (Zhang et al. 2012). Todas las
reacciones de PCR se realizaron en una maquina de biosistemas aplicada, segun Reis
et al. (2011). En los pinguinos, para las bandas CHD1-Z y CHD1-W, los cebadores P2 /
P8 amplificaron un fragmento de 374 y 392-pb y PL / PR un fragmento de 276 y 294-
pb, respectivamente (Zhang et al. 2012). Todas las condiciones de amplificacion y el
perfil se realizaron de acuerdo con Valenzuela-Guerra et al. (2013) con reacciones de
30 ul y la mezcla de contenido de 10 a 100 ng de ADN gendmico. Para ambos pares de
cebadores, la reaccion de la mezcla también contiene: 1 mM de cada cebador, 0,25 U
de ADN polimerasa Taq, 2 mMMgCI2, tampén de PCR 1X y dNTP 0,2 mM. El perfil de
amplificacion de PCR para esto fue de 94 ° C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos
de 94 ° C durante 45 s, 50 ° C durante 45 s, 72 ° C durante 45 minutos en una etapa
final de 72 ° C para 5 min (Reis et al. 2011). Todos los productos de PCR se cargan en
gel de agarosa al 3% con tampén SB (Brody y Kern 2004), pero también en gel de
acrilamida al 12% no desnaturalizante (acrilamida 99: 1: bis-acrilamida), y si durante el
0,5 horas a 300 V, y 3 ha 300 V, respectivamente. Posteriormente, los geles de
agarosa se visualizan con el transiluminador UV, mientras que los geles de acrilamida

se tifleron con nitrato de plata.
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La distribucién de ambos grupos: machos (M) y hembras (H), para cada parametro (P,
L, ICC, RLT, VG) fue determinada a través de una prueba de bondad de ajuste. Una
vez determinada la distribucucion de cada grupo en cada parametro, se determiné si
existian o no diferencias significativas entre sexos a través de una prueba no
paramétrica de Wilcoxon, ya que en todas las comparaciones hubo al menos un grupo
de distribucién no paramétrica. Los andlisis previamente descritos fueron realizados en

el programa estadistico JMP 14.

RESULTADOS

Al comparar machos y hembras respecto del pardmetro H/L no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05). La estadistica descriptiva de este parametro se

describe en la Tabla 14.

El andlisis para el parametro VG, demostr6 que los valores obtenidos para ambos
grupos (machos y hembras) tampoco difieren siginificativamente (p>0,05). El mismo
resultado se obtuvo para el parametro RLT (p>0,05). Mientras que dentro de los
pardmetros P, L e ICC, se encontraron diferencias significativas en el parametro L (p<
0,05), con promedio y mediana mas altos para el grupo de machos (Tabla 14). En
cuanto a los parametros P e ICC también se determinaron diferencias significativas
(p<0,05) entre sexos, encotrandose valores promedio mas altos en machos para

ambos parametros (Tabla 14).
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Tabla 14. Estadistica descriptiva de parametros H/L, VG, RLT, P, L e ICC en pinguinos

Papua adultos machos y hembras.

Pardmetro | Sexo | N Media | DE Mediana | Minimo | Maximo | IC sup | IC inf
95% 95%

H/L M 133 1,04 0,64 0,9 0,2 4,1 1,1 0,93
H 133 1,02 0,60 0,9 0,2 2,7 11 0,92

RLT M 66 5669 | 2989 | 5200 1750 14200 | 6404 | 2989
H 58 5124 | 2310 |5050 1000 12500 | 5732 |4516

VG 65 48,4 9,9 50 20 67,3 50,8 45,9
H 54 48,7 8,0 49,5 20 63,2 50,8 46,5

L M 140 74,5 51 76,1 56,1 82,1 73,6 75,3
H 134 71,3 5,3 73,1 56,2 83,1 72,6 70,8

P M 140 5,3 1,2 5,3 51 8,8 5,6 51

H 133 5,0 0,9 4,9 3,6 7,8 51 4.8

ICC M 140 0,03 1,26 0,05 -5,3 3,41 0,2 -0,1
H 133 -0,3 0,9 -0,43 -1,59 |25 -0,1 -0,45

N tamafio de la muestra, M grupo ejemplares P. papua machos, H grupo ejemplares P. papua, H/L relacion heterdfilo- linfocito, RLT

recuento leucocitario total, VG volumen globular, L largo total, P peso corporal, ICC indice de condicién corporal, DE desviacion

estandar, IC sup 95% intervalo de confianza superior de 95 %, IC inf 95% intervalo de confianza inferior de 95%..
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DiscusION

Los niveles de H/L determinados no difieren significativamente entre ambos sexos.
Moreno et al. (1998) evaluo diferencias en la respuesta inmune de machos y hembras
de pinglinos Barbijo y tampoco encontré diferencias significativas en los niveles de H/L
machos y hembras. En pinguinos penacho amarillo, se utilizé una variante de la
relacion H/L, en el cual se contabilizaron todos los granulocitos (heterofilos, eosinofilos
y basofilos) y fueron divididos por el niumero de linfocitos, determinandose que las
hembras de esta especie tenian valores de G/L (granulocitos/linfocitos)
significativamente mayores a los de los machos en la etapa de incubacion individual de
los huevos, si bien ambos sexos hacen incubacion individual (no compartida) durante
un lapso de tiempo, las hembras la realizan inmediatamente después de la postura de
huevos, mientras los machos la realizan después de las hembras habiéndose
alimentado antes, lo que podria explicar la diferencia en los niveles de estrés (Denhard
et al. 2011). Durante la época reproductiva de los pinglinos, los mayores niveles de
estrés se relacionan con periodos largos de ayuno, propios de la muda, cortejo e
incubacion (Mauget et al. 1995; MacQueen et al. 1999; Vleck & Vleck 2002; Denhard et
al. 2011). En el caso de P. papua seran ambos padres quienes preparen y defiendan el

nido para la incubacién y crianza, y mas tarde seran ambos quienes se turnaran para
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incubar durante 35 dias, una vez nacidos los polluelos ambos deberan proveer de
alimento hasta que estos se independicen (a los 75 dias aproximadamente, Bevan et
al. 2002). Se describe que en aves marinas ambos padres realizan los mismos
esfuerzos enérgeticos en el cuidado y alimentacion de polluelos (Lewis et al. 2002). A
pesar de esto, Lescroel et al. (2009) determinaron que pinguinos papua hembras de las
islas Crozet perdian masa corporal desde la incubacién hasta que los polluelos se
independizaban, mientras los machos en el mismo periodo recuperaban masa corporal,
lo que se explicaria porque durante el periodo de crianza los pingtiinos machos pueden
llevar alimento a sus polluelos y alimentarse a si mismos, mientras que la hembra sélo
alimentarian a sus polluelos. A pesar de esta diferencia en el requerimiento energético
y ganancia de peso entre sexos de pingliinos papua durante el periodo de crianza, el
presente estudio no reportd diferencias significativas en los niveles de estrés mostrados
por cada sexo, ambos sexos indican valores promedio de H/L cercanos a 1, valor que
comparado a otros estudios en la misma especie, no indicaria estrés (Hawkey et al.
1985; Vansytreels 2013; D"Amico et al. 2016). Es posible que si bien el muestreo fue
durante la época reproductiva, esta fue temprana, en algunos casos durante la
incubacion y en otros con polluelos pequefios, motivo por el ctal aln no existia una
diferencia entre sexos respecto de la cantidad de alimento obtenido y consumido, y en
consecuencia en la pérdida de peso y estrés.

Dentro de los parametros utilizados para determinar condicién, sélo se encontraron
diferencias significativas en los parametros fisicos, es decir, P, L e ICC (p<0,05).
Mientras que los parametros VG y RLT no mostraron diferencias significativas entre
sexos. Las diferencias en los parametros P y L se sustentan en el dimorfismo sexual
gue presenta la especie (Knox 2007). Estas diferencias han sido suficientes como para
crear funciones discriminantes con bajos porcentajes de error que permiten determinar

sexo en esta especie (Williams 1990; Renner et al. 1998; Polito et al. 2012). El interés
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recae sobre el parametro ICC, que mostré que las condiciones corporales de los
machos serian mejores que las de las hembras con un promedio de 0,03 en machos y
— 0,3 en hembras. El estudio realizado por Cuervo et al. (2009) comparé machos y
hembras de una colonia de pinglinos Papua en Stranger Point en el cual se concluye
que si existirian diferencias significativas en el peso de ambos grupos (machos y
hembras), pero no en la relacién peso/longitud, que se entiende como una medida de
condicion. Tanto para machos como para hembras los valores de ICC son muy
cercanos a 0, es decir que sus pesos son cercanos a los esperados para su longitud, si
bien las diferencias entre sexos podrian deberse a que las hembras recuperan la
energia perdida durante la crianza de los polluelos mas tarde que los machos (Lescroel
et al. 2009), pero en ambos casos las condiciones corporales no son deficientes dado

que el valor de ICC se encuentra cercano a cero.

En aves, existen variados estudios que intentan relacionar la variacion del valor de VG
con el sexo (Alonso-Alvarez et al. 2002; Mufioz & De la Fuente 2003; Kristiansen et al.
2006; Sanchez —Guzman et al. 2004). En el caso de las hembras se describe que el
hematocrito desciende naturalmente durante las etapas de formacién y postura de
huevos, ya que un elevado nivel de vitotelogenina plasméatica (precursor de la yema)
produce un aumento del volumen sanguineo pero no del nimero de eritrocitos
(hemodilucién) (Reynolds & Waldron 1999). En algunos casos las hembras no logran
recuperar su hematocrito para el final de la temporada de crianza y es por esto que se
esperan durante la temporada reproductiva valores de VG menores en hembras que en
machos (Williams et al. 2004). Sin embargo, el estudio de Bearhop et al. (1999) en
Skuas (Catharacta skua), en que ocurren los mismos procesos de formacion y postura
de huevos, comparé los valores de VG de machos y hembras adultos y no encontrd

relacion entre la variacion del parametro y el sexo de los ejemplares. Mufioz & De la
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Fuente (2003), tampoco encontraron diferencias en los niveles de VG de ejemplares

adultos de Larus ridibundus.

El pardmetro VG ha sido ampliamente relacionado con la condicién de los individuos a
la vez que da cuenta del trasnporte de oxigeno a los tejidos (Fair et al. 2007). Este
estudio no registro diferencias entre sexos en este pardmetro y mostré que sus valores
promedios, tanto para machos como para hembras, se encuentran dentro del rango
descrito como normal para aves (Campbell 1994). En el caso del parametro RLT
tampoco se encontraron diferencias significativas entre sexos y los valores descritos
para cada grupo se encuentran dentro de los valores normales para aves segun lo
descrito por Galvez et al. (2009). El parametro ICC si mostré diferencias significativas
entre grupos de ambos sexos, demostrando que las condiciones corporales de las
hembras eran menores que las de los machos. Al respecto es importante tener en
cuenta que el momento de muestreo fue cuando las colonias estaban con polluelos en
el nido, periodo en que ambos padres cuidan y alimentan a sus polluelos, pero es
posible que las hembras no lograran capturar suficiente comida como para alimentarse
también a si mismas, razén por la cual hayan recuperado menos condicidn corporal
que los machos. Los parametros evaluados para determinar condicion, arrojaron
valores promedio descritos por la bibliografia para aves (Campbell 1994; Galvez et al.
2009), por lo que si bien la condicién es ligeramente menor en hembras, en ambos

casos no seria deficiente.
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