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Resumen:

La endozoocoria ocurre cuando una semilla es ingerida por un dispersor. Sin embargo, este
proceso puede verse afectado por multiples factores. Recientemente se ha propuesto que
la fisiologia de los dispersores puede ser un componente importante, debido a que un
desbalance fisiolégico podria llegar a tener un efecto en las semillas que atraviesan el tracto
digestivo de un dispersor. Con base a lo anterior, esta investigacion pretende determinar si
existe una relacion entre la condicion fisiolégica de un ave frugivora y la germinacién,
viabilidad y latencia de las semillas que pasan a través de su tracto digestivo. Para ello se
colectaron semillas de Vaccinium meridionale de las heces fecales de Tangara cyanicollis,
T. gyrola y T. vitriolina. Las aves se capturaron usando redes de niebla, se tomaron datos
morfométricos como longitud del tarsometatarso y el peso, con el fin de evaluar la condicion
corporal. Asi mismo, se tomaron muestras hematoldgicas para realizar la prueba de
hematocrito, la concentracién de glucosa y la infeccion por hemoparasitos. Por otra parte,
las semillas recolectadas fueron puestas a germinar para determinar su porcentaje de
germinacion y viabilidad, asi como su latencia hasta la germinacién. No se encontré una
relacion entre la condicion fisiolégica y el éxito de las semillas que son ingeridas por las
aves. A pesar de esto, se determiné un efecto negativo en la germinacion de las semillas al
pasar por el tracto digestivo las aves. La infeccidn parasitaria encontrada no fue alta, no
obstante, se encontraron cuatro individuos con células infectadas por hemoparasitos.
Concluimos que, el paso por el tracto digestivo de las semillas disminuye la germinacién de
las semillas, sin embargo, no hay correlacion entre la condicion fisiolégica de las aves y la
germinacion de las semillas.

Palabras Clave: Aves, Endozoocoria, Germinacion, Viabilidad, Estado fisiolégico, Infeccion
parasitaria.

INTRODUCCION.

La dispersion de semillas mediada por animales, mejor conocida como zoocoria, se
encuentra directamente relacionada con los procesos de sucesion ecoldgica (1). Ademas,
influye sobre la estructura genética de las comunidades de plantas y su fitness (2),
promoviendo en muchas ocasiones de manera benéfica la germinacion de las semillas y el
establecimiento de las plantulas (3). La importancia de la endozoocoria radica en las
interacciones que han desarrollado los diferentes organismos a lo largo del tiempo (4, 5).
Para que la dispersion suceda se requiere de unos agentes adecuados, que pueden variar
de acuerdo al sindrome de dispersién (6). Los animales, son altamente reconocidos como
agentes de dispersion relevantes, debido a que contribuyen en mayor medida en este
proceso, especialmente en ecosistemas tropicales (7).

Las aves, como dispersoras de semillas, resultan importantes debido principalmente a dos
factores. El primero es la diversidad de estos organismos, lo que provee a los bosques de
multiples dispersores a lo largo del tiempo (8, 9). En segunda instancia, la endozoocoria
que ocurre gracias a la ingestion de las semillas permitiendo que estas sean transportadas
dentro del tracto intestinal de las aves (10). Esta interaccion resulta benéfica para las
plantas, pues las semillas se dispersan lejos de la planta madre. Asi mismo, el proceso de
acaparamiento que expone a la semilla por la digestion en un tiempo especifico, lo que en
consecuencia genera cambios morfoldgicos en las semillas (11).



Entre las modificaciones estructurales que pueden sufrir las semillas a causa de la
endozoocoria, se reporta el incremento de la porosidad, ya que el paso por el tracto
digestivo de las aves degrada las paredes anticlinales de las semillas (12—-14). Este proceso
gue se conoce como escarificacion y facilita que el agua, la luz y demas microelementos
necesarios para que la germinacién ocurra, lleguen hasta el embrion (15, 16). De hecho,
los efectos reportados son especialmente notorios en la promocién del tiempo y velocidad
de la germinacion de las semillas consumidas por aves frugivoras (17-19).

La escarificacion se da por procesos mecanicos y quimicos de la digestion de las aves (20).
Kleyheeg, el al., (21) determinaron que el paso por la molleja, la interaccion con los &cidos
intestinales, y adicionalmente el efecto que promueve la presencia de microorganismos del
tracto digestivo de las aves, generan la porificacion y degradacion de las paredes
anticlinales en las semillas que pasan por el tracto digestivo.

Fisiologia de los dispersores de semillas

Como se mencion6 anteriormente, la digestion de las aves tiene un efecto sobre las
semillas. Sin embargo, este proceso digestivo puede verse alterado a causa de la
deficiencia en los procesos de regulacion interna del cuerpo, conocido como homeostasis
fisiologica (22, 23). Es posible que las alteraciones en la condicion fisioldgica del animal
desencadenen el mal funcionamiento del tracto digestivo. Lo que, genera deformaciones
en el intestino delgado, acortando la longitud de las vellosidades y las criptas del yeyuno,
ademas de una disminucién en la dinamica celular intestinal (24, 25).

Se han descrito diversos factores que pueden modificar o afectar de manera negativa el
estado fisiolégico de las aves, el cual se define como la respuesta a estimulos externos que
permiten mantener las funciones corporales. En primer lugar, el apareamiento y la cria son
procesos que demandan un alto gasto energético. En aves Paseriformes se ha encontrado
que en la temporada de apareamiento y cria los niveles de algunas hormonas se elevan,
desmejorando el estado fisiologico de las aves (26). De igual manera se ha observado en
golondrinas (Tachycineta bicolor) una reduccion en la funcién del sistema inmune, durante
el apareamiento (27).

Por otra parte, la disponibilidad de alimento es otro de los componentes que puede generar
cambios en el estado fisiolégico. Esto se debe a que, el metabolismo de lipidos y proteinas
depende de la dieta, lo cual, repercute en la acumulacién de reservas energéticas (28). En
aves neotropicales, se ha encontrado que la disponibilidad de recursos y el gasto energético
necesario para obtenerlos, tiene efectos en la condicién fisiolégica de algunas especies de
aves (29).

En tercera instancia, las enfermedades como la malaria aviar causada por la infeccion de
hemoparésitos, aumentan los niveles de hormonas asociadas a deficiencias en el estado
fisiolégico, como la corticosterona. Esto ha sido reportado en individuos de Lepidothrix
coronata (saltarin coronado) (30). Del mismo modo, factores antrépicos como la
fragmentacion de bosques afecta a la condicion fisiolégica de las aves (31).

Adicionalmente, en individuos de Passer domesticus los niveles altos de hormonas
asociadas a desbalances homeostéticos se atribuyen a procesos de urbanizacioén (32). Por
ende, el estado fisiolégico del dispersor puede incidir en la calidad del proceso de dispersion
de semillas, asi como de la interaccion entre plantas y animales (33). Es decir, si la
condicion fisiolégica se modifica, el efecto que genera a las semillas el paso a través del
tracto digestivo del ave, se puede ver igualmente reducido e incluso anulado (34, 35).



Para evaluar la condicion fisiolégica de un ave se emplean distintas aproximaciones, la
condicion corporal es una de estas. La cual, consiste en estimar las reservas energéticas
de un individuo, lo que permite entender la condicién fisiolégica de un animal (36, 37). Se
ha encontrado que al establecerla relacién que existe entre la longitud y el peso de un
individuo, se puede determinar si se presenta un déficit de reservas energéticas,
usualmente asociadas a la ausencia de recursos (38, 39). Por consiguiente, la
disponibilidad de recursos, que permitan generar reservas energéticas, es un factor que
afecta el estado fisiol6gico de las aves (40).

De igual manera, para metabolizar o conservar estas reservas energéticas es necesaria
una cantidad precisa de oxigeno. Por lo que, al evaluar la tasa de suministro de oxigeno se
puede tener una aproximacion del estado fisiolégico de un ave (41). La prueba de
hematocrito que permite determinar el volumen que ocupan los eritrocitos en la sangre se
ha utilizado recientemente para evaluar la condicién fisiolégica asociada al suministro de
oxigeno (42). Pap, el al., (43) a través de una prueba de hematocrito en Passer domesticus,
encontraron que valores bajos del indice de hematocrito se asocian a deficiencias en el
estado fisiologico.

Asi mismo, la concentracion de glucosa emplea para determinar el grado nutricional de un
individuo, pues, indica la demanda metabdlica requerida. Por lo tanto, se ha establecido el
rol de la glucosa como indicador bioquimico de la condicién fisiolégica en aves (44).
Investigaciones realizadas en Neopelma pallescens han demostrado que existe una
relacion positiva entre la concentracion de glucosa y la condicion fisiologica (45).

Adicionalmente, la infeccion por parasitos afecta la condicion fisiol6gica pues, desvia parte
de la energia utilizada en diferentes procesos para combatir la infeccién (46). Los parasitos
tienen la capacidad de desarrollar parte de su ciclo de vida dentro de un hospedero, uno de
los mas comunes en aves silvestres son los hemoparésitos (47). Garvin, el al., (48)
encontraron que al comparar individuos de Piranga rubra y P. olivhcea no infectados e
infectados por Haemoproteus, los valores de acumulacion de reservas energéticas eran
inferiores en los organismos infectados. Asimismo, los valores de masa corporal de
Pheucticus ludovicianus e Icterus galbula infectados con Haemoproteus, eran mas bajos
en comparacion a los individuos no infectados.

Interaccion de la fisiologia de aves dispersoras y las semillas consumidas

Como se ha expresado, la endozoocoria en fundamental dentro de los ecosistemas. A pesar
de esto, las variables que intervienen en dicho proceso son poco reconocidas y estudiadas
(49). De modo que, recientemente se ha propuesto a la condicion fisiolégica de los
dispersores de semillas como un factor clave que interviene y afecta a la endozoocoria (33).
Ya que, el estado fisiolégico de las aves no sélo afecta su supervivencia, sino que puede
generar impactos directos en las interacciones que ocurren con las plantas dentro de su
nicho ecoldgico (22). Por lo cual, el estado de homeostasis de la fisiologia de un ave
dispersora de semillas puede modificar los efectos que se generan en las semillas al pasar
por su tracto digestivo, como el adecuado proceso de escarificacion (33, 50, 51).

Por lo tanto, es posible, establecer el grado de afectacion del estado fisiolégico del ave
frugivoray el impacto en el proceso de dispersion de semillas (52). Por lo que, el desbalance
homeostatico del ave puede tener consecuencias directas sobre los efectos en la promocion
de la germinacion de las semillas y el proceso de escarificacion. Sin embargo, esta hipotesis
no ha sido evaluada. En base a este hecho, se propone en esta investigacion, que el estado
fisiolégico de las aves frugivoras afecta de manera directa a las semillas que han
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atravesado su tracto digestivo, modificando la germinacion, la viabilidad y el tiempo que
tarda en germinar las semillas.

Objetivo General

Determinar si existe una relacién entre la condicién fisiolégica de un ave frugivora y la
viabilidad y germinacién de las semillas que pasan a través de su tracto digestivo.

Objetivos Especificos

¢ Comparar la viabilidad, latencia y porcentaje de germinacion de las semillas que
pasan y no pasan por el tracto digestivo de las aves.

e Determinar el indice de condicién corporal, el nivel de hematocrito y concentracién
de glucosa en sangre de las aves frugivoras.

e Evaluar la prevalencia y abundancia de hemoparasitos en las especies de aves
frugivoras.

MATERIALES Y METODOS.

Area de estudio

Este estudio esta amparado bajo el proyecto “Influencia de la condicion corporal de las aves
y la microbiota enddfita, en la viabilidad de semillas en una localidad colombiana”. Se
estableci6 como area de estudio, la zona oriental de la regién del Tequendama en el
departamento de Cundinamarca, Colombia. Especificamente en la vereda El Paraiso,
ubicada en a 4.578351 Norte y al Oeste a -74.407211Fig. 1). Esta vereda se ordena dentro
de la inspeccion Pradilla del Municipio de El Colegio.

La zona de estudio se encuentra a 1100 metros sobre el nivel del mar y las condiciones de
temperatura fluctian entre los 12°C hasta 31°C. La humedad promedio es de 81%,
adicionalmente la precipitacién anual es de 1650 milimetros (53). En esta zona se reporta
un régimen pluviométrico bimodal, es decir, dos periodos lluviosos en el afio. El primer
periodo ocurre de abril a mayo y el segundo de septiembre a diciembre, por consiguiente,
el periodo seco ocurre de enero a marzo y de junio a agosto (54).

El régimen bimodal es tipico del altiplano cundiboyacense y del occidente de Boyaca y
Cundinamarca, departamentos ubicados en el nororiente de la region Andina (55). En
consecuencia, a la ubicacidon geogréafica y las condiciones climatoldgicas, esta region
muestra rasgos propios en la composicion y riqueza vegetal del bosque andino, en donde
son predominantes las familias Melastomataceae, Rubiaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Gesneriaceae y Solanaceae (56). Sin embargo, esta es una region altamente intervenida y
habitada por comunidades humanas, por lo cual, se encuentran cultivos principalmente de
café, banano y algunas otras plantas frutales.

El periodo de recoleccion y toma de datos en campo, se llevo a cabo entre los meses de
diciembre de 2018 y febrero de 2019. Este periodo se reporta como temporada seca en la
region de estudio. Este evento concuerda con el periodo general de fructificacion de las
especies presentes en el bosque andino (56).
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Fig. 1. Mapa de ubicacion del area de estudio dentro del territorio de Colombia.

Caracterizacion de las especies de aves

El gremio de las aves frugivoras esta conformado por diversos taxones. La familia
Thraupidae es uno de los mas representativos en el area de estudio. Para el presente
estudio, se seleccionaron tres especies de dicha familia que pertenecen al género Tangara
(T. cyanicollis, T. gyrola y T. vitriolina). Estas especies fueron seleccionadas bajo
parametros de abundancia de los individuos en el sitio de estudio y a la capacidad reportada
de dichas especies como dispersoras de semilla (57). Adicionalmente, las tres especies
segun la lUCN, se encuentran en el estado de conservacion catalogado como preocupacion
menor (58).



La distribuciébn de Tangara cyanicollis (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.A) abarca desde Colombia hasta Brasil atravesando por Ecuador, Bolivia, Peru
y Venezuela. En Colombia se encuentra en habitats como bosque andino, bosque seco,
bosque de galeria, bosque hiumedo e incluso zonas intervenidas. Esta especie ha sido
registrada en las tres cordilleras, especialmente entre los 900-2400 msnm (59).
Morfolégicamente se caracteriza por presentar una longitud de 12 centimetros y un
promedio de 17 gramos. El pico, las piernas y pies son negros, al igual que el cuerpo. En
contraste la cabeza es azul turquesa, asi como la terminacién de las alas. Los hombros
presentan una coloracion verde platinado y amarillo (59).

Tangara gyrola (jError! No se encuentra el origen de la referencia. B) comparte la
distribucion descrita de T. cyanicollis. En Colombia, se registra desde los 500 hasta los 2100
msnm, habitando principalmente bosques secos, bosques himedos, bordes de bosques,
sabanas, bosques secundarios y areas intervenidas (59). Su cuerpo puede alcanzar 14
centimetros de longitud y pesar 22 gramos aproximadamente. En cuanto a los colores de
su plumaje la cabeza es roja mientras que el cuerpo es color verde y el pecho azul turquesa.
Asi mismo, presenta una gargantilla color amarillo alrededor, rabadilla de tono azul marino,
el cual se torna verde en el abdomen, las patas son grises y el pico de color negro (59).

Con respecto a Tangara vitriolina (jError! No se encuentra el origen de la referencia. C)
su distribucién se restringe a Ecuador y Colombia, considerandola como una especie casi
endémica. En Colombia, se ha registrado en bosques himedos, bosques de galeriay areas
intervenidas. Se ubica entre los 500 y los 2000 msnm (59). La longitud de su cuerpo es de
14 centimetros promedio y llega a pesar 23 gramos. El plumaje de la cabeza en
mayormente naranja, con antifaz negro, el cuerpo se encuentra entre tonos azul opaco a
verde plata. La parte inferior es blancuzca en el abdomen mientras que color de las alas es
verde (59).

Fig. 2. Especies de aves frugivoras dispersoras de semillas. A) Tangara cyanicollis. B)
Tangara gyrola. C) Tangara vitriolina.



Caracterizacion de la especie de planta

Vaccinium meridionale es una especie de la familia Ericaceae. Presenta habito arbustivo,
que puede alcanzar hasta 8 metros de altura. Tallo erecto, con hojas alternas, peciolo de 3
milimetros de largo, ldmina eliptica, y margen serrado (60). Presenta inflorescencias tipo
racimo, flores con pedicelo y bractéolas. Ostenta cuatro a cinco sépalos de color blanco o
rosado, al igual que pétalos, un aproximado de diez estambres y ovario con cuatro l6bulos.
Los frutos de esta planta poseen un didmetro de cinco a diez milimetros de color granate y
pueden contener entre ocho a diez semillas, de aproximadamente 1 milimetro de longitud,
con testa rugosa y paredes delgadas. En Colombia, su distribucion abarca los
departamentos de Antioquia, Boyacd, Cundinamarca, La Guajira, Huila, Magdalena, Narifio
y Santander (61).

Fase de campo

Con el fin de colectar las aves se siguié la metodologia de captura a través de redes de
niebla, las cuales se ubicaron en lugares estratégicos cerca de las zonas de forrajeo,
identificadas previamente (Fig. 3A). Las redes fueron abiertas solo en horas de la mafiana
entre las 5 am y las 10 am. Los individuos capturados fueron marcados con esmalte de
ufias en las garras y las falanges (Fig. 3E). Esta metodologia de marcaje se implement6
con el fin de no afectar la supervivencia del animal, puesto que no es invasiva (62).

Tras retirar cada individuo de la red de niebla se procedi6 a tomar muestras fisiolégicas y a
medir caracteristicas morfolégicas. En primera instancia se tomaron las muestras
hematoldgicas, adicionalmente, el area dispuesta para recolectar la muestra fue
desinfectada con alcohol no téxico especializado para aves (Fig. 3B). Posteriormente, se
colectaron los datos morfoldgicos incluyendo la longitud del tarsometatarso y el peso (Fig.
3C-D). Consecutivamente fueron introducidos en una bolsa de tela marcada con el nimero
de colecta (Fig. 3F).



Fig. 3. Metodologia para colecta y medicion de las aves en campo. A) Captura de aves
mediante redes de niebla. B) Toma de muestra hematolégica. C) Medicion del
tarsometatarso. D) Evaluacion del peso de las aves colectadas. E) Marcaje de las aves con
esmalte de ufas. F) Transporte de aves colectadas a través de bolsas de tela.



Las aves fueron trasladadas a jaulas dispuestas con agua y frutos de Vaccinium
meridionale. Lo anterior, siguiendo la metodologia de Traveset, Rodriguez, & Pias, (2008),
las jaulas se construyeron con dimensiones de 60x60x60 centimetros. Los individuos
permanecieron dentro de las jaulas entre tres a cuatro horas, siendo monitoreados cada 30
minutos. Adicionalmente las aves permanecian aisladas entre si con el fin de que no
aumentar el nivel de estrés y evitar posibles dafios fisicos.

Las heces fecales fueron colectadas en frascos eppendorf rotulados con el numero de
campo correspondiente a cada ave. Posteriormente fueron lavadas con agua destilada,
retirando las semillas de las heces fecales. Las semillas se conservaron en frascos de
eppendorf con glicerina, para ser transportadas. De igual manera, los recipientes fueron
rotulados con el nUmero de campo correspondiente para cada individuo.

Estimacion de la germinacion, viabilidad y latencia de semillas

Aleatoriamente se seleccionaron frutos de siete plantas de V. meridionale, posteriormente
los frutos fueron despulpados y se extrajeron de ellos las semillas. Tras esto fueron lavadas
con agua destilada y conservadas en glicerina (63). De las heces fecales de las aves se
empled un promedio de 14 semillas por cada ave para realizar los experimentos de
germinacion, viabilidad y latencia. De manera aleatoria, se seleccionaron la mitad de las
semillas para realizar una réplica por cada grupo de semillas obtenidas de cada individuo.

Todas las semillas fueron lavadas en el laboratorio con agua destilada y se ubicaron en
cajas de Petri estériles, sobre papel absorbente humedecido con agua destilada. Las
semillas se mantuvieron en condiciones naturales de luz y a una temperatura de entre 16 a
20 grados centigrados, durante 60 dias.

Porcentaje de germinaciéon

Las semillas obtenidas del ave se ubicaron en una caja de Petri. Al cabo de 60 dias del
inicio del experimento, se realizé el conteo del total de semillas germinadas en cada caja
de Petri. Se tom6 como semilla germinada, los ejemplares cuya radicula presentdé una
longitud de 0.5 milimetros. De cada caja se tomé como 100% el numero inicial de semillas,
posteriormente se calcul6 el porcentaje del total de las semillas que germinaron, en base al
valor inicial.

Porcentaje de viabilidad

Tras evaluar el porcentaje de germinacién se tomé el remanente de las semillas que no
germinaron. Dichas semillas se lavaron con agua destilada y posteriormente fueron
introducidas dentro de tubos de eppendorf que contenian una disolucion de cloruro de
tetrazolio en agua destilada a una concentracion de 1:100. Este reactivo tifie de color rojizo
los tejidos que realizan actividad metabdlica, permitiendo encontrar las semillas cuyo
embrion realiza respiracion celular y tiene el potencial de germinar, es decir, es viables (64).

Las semillas permanecieron sumergidas en esta solucion por 24 horas a una temperatura
de 25 grados centigrados. Al terminar el tiempo de tincién las semillas se ubicaron bajo el
estereoscopio Optico de luz y se practicé un corte longitudinal a cada semilla, con la finalidad
de identificar el color adquirido por el embrién tras la tincion con cloruro de tetrazolio (65).
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El porcentaje total de semillas viables se determiné adicionando las semillas que arrojaron
un resultado positivo en la prueba de cloruro de tetrazolio a las semillas que germinaron.

Estimacion de la latencia

A partir del inicio del experimento, se realizd revision diaria de cada caja de Petri,
registrando el nimero de semillas germinadas que se encontr6 cada dia. Esto se ejecutd
desde el dia cero hasta el dia 60.

Determinacién de la condicion fisiolégica de las aves

indice de condicién corporal

Tras capturar las aves, se tomé la medida del tarsometatarso mediante un calibrador. Esta
medida se tomé desde la base de la articulacion metatarsiana hasta la articulacion del tarso,
tras esto se registro la longitud en milimetros (Fig. 3C). Al tomar la medida de longitud del
tarsometatarso se inmovilizé al individuo. Posteriormente se realiz6 el pesaje del individuo
a través de una pesola de 100 gramos. El ave se introdujo dentro de una bolsa para pesaje,
la cual no afectaba fisicamente al individuo. Dicha bolsa se adhiri6 a la pesola y se registro
el peso en gramos (Fig. 3D). El indice de condicién corporal se calculé al dividir la longitud
del tarsometatarso entre el peso de cada ave.

indice de hematocrito

Se utilizé una aguja limpia y estéril diferente para cada sujeto, con la finalidad de evitar la
transmision de posibles infecciones entre las aves. Dicha aguja tenia un diametro de 0.30
y longitud de 12 milimetros aproximadamente. Se introdujo la punta de la aguja en la zona
desinfectada de la vena branquial con el fin de extraer la muestra hematoldgica (66). Dicha
muestra fue colectada en tubos para hematocrito heparinizados marca VITREX®, los cuales
tienen una capacidad volumétrica de 75 pl (Fig. 3B). Se complet6 el 60% volumen del capilar
heparinizado y posteriormente los tubos capilares fueron sellados con plastilina y fueron
rotulados con el nimero de colecta. Para cada individuo se tomaron dos muestras.

Posteriormente, los tubos capilares fueron introducidos dentro de una centrifuga manual, la
cual fue construida bajo los estandares de Bhamla, et al., (67). La muestra hematoldgica
fue centrifugada durante dos minutos, tras este tiempo se midi6 la cantidad de plasmay de
eritrocitos, a través de una regla de medida para hematocrito. Finalmente se determiné la
relacion entre los globulos rojos y la muestra total de sangre, por ende, se dividi6 la cantidad
de eritrocitos entre el 100% de la muestra de sangre.

Concentracion de glucosa

Tras tomar la muestra de sangre dentro de un capilar heparinizado, se obtuvo la medida de
la concentracion de glucosa en sangre. Para ello, se utilizé un glucometro Freestyle
Optium® del laboratorio Abbott, el cual calcula el numero de miligramos de glucosa por
cada décima parte de un litro de sangre (mg/dL). Para cada individuo se utilizo una tira para
glucémetro limpia y estéril. Alli se deposité una gota de sangre hasta completar el aforo
para la lectura del glucémetro.
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Evaluacion de lainfeccion por hemoparésitos

Se tomo la muestra de sangre obtenida de la vena branquial del ala y se ubicé una gota en
una lamina para microscopio biselada, la cual fue extendida a través de toda la lamina. De
tal manera, que las células se ubicaran de manera equidistante, sin que se dispusieran unas
sobre otras. Los portaobjetos fueron rotulados con el nimero de colecta, realizando dos
extendidos por cada individuo. Posteriormente las ldminas fueron fijadas con metanol, con
fin de evitar el desplazamiento celular. Para esto, fueron introducidas dentro de una camara
para portaobjetos la cual se llené completamente con metanol al 90% por cinco minutos.

En el laboratorio cada lamina fue tefiida con una dilucién del reactivo Giemsa, diluyendo 0.2
mililitros del colorante en siete mililitros en agua destilada. Cada lamina fue cubierta
totalmente con esta dilucion durante 45 minutos. Posteriormente, se retiré el exceso de
colorante y observadas a través de un microscopio Optico. Visualizadas a 1000 aumentos,
realizando un transecto ondulatorio a lo largo de la lamina. En total para cada individuo se
evalué un total de 20.000 células. Las células infectadas por hemoparasitos fueron
capturadas a través de fotografia. Se registré el total de células infectadas por
hemoparasitos para cada individuo.

Andlisis de datos

Para cada variable fisiol6gica (indice de condicion corporal, indice de hematocrito y
concentracion de glucosa) y cada variable de semillas (porcentaje de germinacion,
porcentaje de viabilidad latencia), primero se determind la normalidad a través de la prueba
de Shapiro-Wilk. Todos los andlisis de datos se realizaron en el software estadistico The R
Project for Statistical Computing version 3.6.1. para Windows. Tras realizar los analisis
estadisticos, todos los resultados y valores obtenidos se graficaron en el software
GraphPad Prism, version 6 para Windows.

Estimacion de pardmetros de semillas

Con el fin de evaluar el efecto de la ingestiéon de las semillas por aves frugivoras sobre el
porcentaje de germinacion, porcentaje de viabilidad y latencia se realizaron tres pruebas de
ANOVA. Como variable dependiente se tomaé el porcentaje de germinacion, viabilidad y la
latencia de las semillas, mientras que se establecié como variable independiente el paso
por el tracto digestivo de los individuos.

Determinacidn de la condicion fisiolégica

Se empled una regresion lineal para comprender el efecto de cada variable independiente
de las aves (indice de condicién corporal, indice de hematocrito y concentracion de glucosa)
y se usaron como variables dependientes el porcentaje de germinacion, porcentaje de
viabilidad y latencia. Se registraron los valores de R? y probabilidad obtenidos mediante
esta prueba. Posteriormente, para determinar el valor de probabilidad en conjunto de los
datos se ejecutd una correccion de False Discovery Rate (FDR), ya que, esta prueba
pretende evitar los errores de falsos positivos causados por los analisis entre multiples
variables.
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Evaluaciéon de la infeccidon por hemopardasitos

Se llevo a cabo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, con el fin de encontrar si existen
diferencias en el porcentaje de germinacion, porcentaje de viabilidad y latencia de las
semillas (variable dependiente) al ser ingeridas por aves infectadas y no infectadas por
hemoparasitos (variable independiente).

RESULTADOS.

Germinacion, viabilidad y latencia de las semillas

Se capturaron 19 individuos de las tres especies de Tangara (T. cyanicollis, T. gyrolay T.
vitriolina). Se obtuvieron cinco individuos de T. cyanicollis, tres individuos de T. gyrola, y
once individuos de T. vitriolina. Sin embargo, del total de individuos solamente se colecto
heces fecales con semillas de 13 aves.

Del total de las 229 semillas colectadas de las heces fecales germinaron 106 (46%)
mientras que 123 (54%) semillas no germinaron. Tras someter estas 123 semillas que no
germinaron a la prueba de viabilidad, se obtuvo resultado positivo para 33 semillas (Fig. 4)
mientras que 90 semillas no presentaron embrién viable. Es decir, se obtuvo un total de 139
semillas viables, que equivalen al 61% de las semillas obtenidas de las heces fecales de
las aves.
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Fig. 4. Namero de semillas viables y no viables obtenidas de las heces de las aves
frugivoras, las semillas no germinadas fueron sometidas a prueba de Cloruro de Tetrazolio.

Por otra parte, el valor de probabilidad registrado de la prueba Shapiro-Wilk (p<0.05),
sugiere la normalidad estadistica. Asi mismo, se identificé que las semillas obtenidas de T.
cyanicollis germinaron entre un 79,75% y 10,5%, mientra que de las semillas obtenidas de
T. gyrola solo geminaron las obtenidas de un individuo. Las semillas obtenidas de T.
vitriolina germinaron en un porcentaje, desde el 28,72% al 90% de las semillas (Tabla
1)iError! No se encuentra el origen de la referencia.. La viabilidad de las semillas
obtenidas de T. cyanicollis fue de 23,07%, a 88,5%. Mientras que las conseguidas de T.
gyrola abarcaron desde el 24,5% hasta el 64,5%. Para T. vitriolina el porcentaje de
viabilidad encontrado fue 37,07% hasta el 100% (Tabla 1). Asi mismo, se encontré que la
germinacion ocurrié en un rango de entre 29 y 30 dias para las semillas obtenidas de T.
cyanicollis. Las obtenidas de T. gyrola germinaron a partir de los 26 dias, entre tanto, la
germinacion de las semillas de T. vitriolina ocurrié desde el dia 20 al 33 (Tabla 1).
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Tabla 1. Latencia y porcentaje de germinacion de las semillas obtenidas de cada individuo.

Especie Porcer.1tajt? 'de Por.cen.t.aje de Late'ncia
germinacion viabilidad (Dias)

79,75 88,5 30

T. cyanicollis 10,5 25 29

0 23,07 N.G.

0 37,65 N.G.

0 24,5 N.G.

40,5 64,5 26

65 87,5 30

57,45 68,35 25

49,95 75 20

_T. vitriolina 71,5 97 25
A

~ 28,72 37,07 27

90,25 100 33

85 85 26

Latencia referenciada como (N.G.) representa las semillas que no germinaron al cabo de
los 60 dias desde el inicio del experimento de germinacion.

Las semillas no ingeridas por las aves frugivoras (N= 320) en promedio germinaron un 70%,
se encontré que 73% de estas semillas eran viables y tuvieron una latencia de 30 dias. Por
otra parte, las semillas que pasaron por el tracto digestivo de las aves (N= 229) germinaron
en promedio 46%, en cuanto a la viabilidad superan el 61%, mientras que la germinacion
ocurrio a los 27 dias. A traves de la prueba ANOVA, se encontraron diferencias significativas
en el porcentaje de germinacién de las semillas ingeridas y las no ingeridas (Fig. 1Fig. 5),
estas Ultimas germinan en un mayor porcentaje (p=0.001; F=11.26). Sin embargo, para el
porcentaje viabilidad (p=0.007; F=7.73) y latencia (p=0.985; F=0.42) no hubo diferencias
estadisticamente significativas.
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Fig. 5. Efecto del paso por el tracto digestivo sobre las semillas ingeridas por aves
frugivoras. A) Efecto sobre el porcentaje de germinacion de las semillas al pasar por el
tracto digestivo de las aves. B) Efecto sobre el porcentaje de viabilidad de las semillas al
pasar por el tracto digestivo de las aves. C) Efecto sobre la latencia de las semillas al pasar
por el tracto digestivo de las aves.
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Relacion entre la fisiologia de las aves y la germinacién de las semillas

indice de Condicion Corporal

La relacion establecida entre la masa y la longitud del tarsometatarso de las aves, evidencia
que los valores que se registraron para el indice de condicién corporal se encuentran desde
0.9 hasta 1.3 mm/gr. La influencia de la condicién corporal de las aves y los pardmetros de
semillas ingeridas no fue estadisticamente significativo para el porcentaje de germinacion
(p=0.932, Fig. 6A), porcentaje de viabilidad (p=0.776, Fig. 6D) y latencia (p=0.817, Fig. 6G).
Por lo cual, no existe una relacion entre el estado de la condicién corporal de las aves
frugivoras y las semillas ingeridas.

indice de Hematocrito

El indice de hematocrito registra que los porcentajes de células sanguineas de los
individuos evaluados oscilan entre el 46% y 69% del total de la muestra de sangre,
ubicandose en promedio en 54.77%. Al determinar este indice no se obtuvieron valores de
probabilidad significativos. Por ende, la germinacién (p=0.770, Fig. 6B), viabilidad (p=0.650,
Fig. 6E) y la latencia (p=0.857, Fig. 6H) no se encuentra correlacionada con el indice de
hematocrito.

Concentracion de Glucosa

Los datos de concentracion de glucosa se distribuyen entre los 117 mg/dL a los 401 mg/dL,
en promedio se ubica en los 297 mg/dL. Los valores de probabilidad no son
estadisticamente significativos para el porcentaje de germinacion (p=0.412), porcentaje
viabilidad (p=0.238) y latencia (p=0.737). De modo que no hay correlaciéon entre la
concentracion de glucosa y el porcentaje de germinacion (Fig. 6C), el porcentaje de
viabilidad (Fig. 6jError! No se encuentra el origen de la referencia.F) y la latencia (Fig.
61). de las semillas que pasaron a través del tracto digestivo de las aves.
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Fig. 6. Grafica de dispersion por puntos del estado fisiolégico de las aves frugivoras y las
semillas que pasan por su tracto digestivo. A) indice de condicion corporal con relacion al
porcentaje de germinacién. B) indice de hematocrito en relacién con el porcentaje de
germinacion. C) Concentracion de glucosa con relacion al porcentaje de germinacion de las
semillas. D) indice de condicion corporal con relacion al porcentaje de viabilidad. E) indice
de hematocrito con relacion al porcentaje de viabilidad. F) Concentracion de glucosa en
relacion con el porcentaje de viabilidad. G) indice de condicién corporal con relacion a la
latencia de las semillas. H) indice de hematocrito en relacion con la latencia de las semillas.
I) Concentracion de glucosa con relacién a la latencia.

Prevalenciay abundancia de hemoparasitos

Del total de aves evaluadas se encontr6 cuatro individuos infectados por hemoparasitos
intracelulares (Fig. 7). Uno de T. cyanicollis y tres de T. vitriolina, para T. gyrola no se
encontro individuos infectados. Se hallg, un rango de infeccion que va desde tres células
hasta ocho células infectadas. EI mayor numero de células infectadas se encontré en un
individuo de T. cyanicollis.

17



Fig. 7. Glébulos rojos de aves del género Tangara infectados por hemosporidios
intracelulares observados a 1000 aumentos. En todas las iméagenes el puntero indica la
célula infectada. A) Individuo de Tangara cyanicollis. B-D) Individuos de Tangara vitriolina.

Las semillas ingeridas por las cuatro aves infectadas en promedio presentaron un
porcentaje de germinacion de 42,14% y de 71,27% para el indice de viabilidad, mientras
gue la latencia fue de 29 dias. En contraste, los valores obtenidos de las semillas de aves
no infectadas se ubicaron en 58,01% para el indice de germinacion y viabilidad del 56,73%,
mientras que la latencia de estas semillas fue de 24 dias. No se encuentran diferencias
significativas en el porcentaje de germinacion (Fig. 8A, p=0.631), porcentaje de viabilidad
(Fig. 8B, p=0.521) y latencia (Fig. 8C, p=0.849) de las semillas ingeridas por aves infectadas
y no infectadas por hemoparasitos.
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Fig. 8. Efecto en las semillas al pasar por el tracto digestivo de aves infectadas y no
infectadas por hemoparasitos. A) Porcentaje de germinacion de semillas. B) Porcentaje de
viabilidad de semillas. C) Latencia de semillas.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

En primer lugar, se encontré que el paso a través del tracto digestivo, de Tangara
cyanicollis, T. gyrola y T. vitriolina, disminuye la germinacion de las semillas de V.
meridionale. Sin embargo, no maodifica la viabilidad ni la latencia. No se encontro correlacion
entre la condicion fisiolégica (indice de condicién corporal, indice de hematocrito vy
concentracion de glucosa) con la germinacion, viabilidad y latencia de las semillas ingeridas
por las aves frugivoras. Se determiné que el 30,77% de las aves evaluadas presentan
infeccion por hemoparésitos. Asi mismo, se establecié que la ingestion por parte de aves
infectadas por hemoparasitos no tiene un efecto en la germinacion, viabilidad y latencia de
las semillas.

Germinacion, viabilidad y latencia de semillas consumidas las especies de Tangara

Son diversos los factores que afectan a la germinacion de las semillas, siendo el paso por
el tracto digestivo de un dispersor uno de ellos (20, 68). Este hecho se evidencia en los
resultados obtenidos, ya que en este estudio encontramos que las semillas ingeridas
germinan en promedio (39%) menos que las semillas ingeridas. Puesto que V. meridionale
posee una capacidad intrinseca para germinar, reportada en promedio en un 80% (69), e
incluso los valores mas bajos reportados en un 60% (70), se infiere que el paso por el tracto
digestivo disminuye la germinacion.

Se ha registrado que el éxito de la germinacién radica en las reservas energéticas que
posee la semilla (71). Se ha encontrado que el tiempo de acaparamiento puede deteriorar
las paredes de la semilla eliminando las reservas energéticas (72). Por ende, es posible
atribuir la disminucion en el porcentaje de germinacion de las semillas ingeridas por las
aves frugivoras a un exceso en el tiempo de acaparamiento. Pereira & Mourato (73)
evaluaron el efecto que causa sobre las semillas de Vaccinium cylindraceum, la ingestion
por parte de aves, y encontré que el paso por el tracto digestivo de las aves estudiadas
(Erithacus rubecula, Turdus merula y Fringilla coelebs) disminuia significativamente la
germinacion de las semillas.

Asi mismo, la disminucion en el porcentaje de germinacion puede suceder porque la
escarificacion de la semilla no ocurre igual en todas las especies de plantas, ni se genera
en la misma proporcion por parte de todas las aves. Lo anterior, se corrobora en una
evaluacion ejecutada en dos especies diferentes de aves (Turdus merula y Sylvia
melanocephala), en el que se encontrdé que, para algunas especies de plantas, Turdus
merula aceleraba la germinacion, mientras que en otros casos la disminuia. Incluso se
evidencia que para algunas especies de plantas, ambas aves disminuyen el porcentaje de
germinacion de las semillas que atraviesan su tracto digestivo (10). Lo que sugiere que la
relacion entre semilla'y ave influye en el efecto que se genera al pasar por el tracto digestivo.

Por otra parte, aunque la viabilidad de las semillas depende de su genética y el desarrollo
gue ocurre dentro del fruto, existen factores ambientales que pueden afectar su
supervivencia (74, 75). Los resultados encontrados en esta investigacion evidencian que
en promedio las semillas no ingeridas son un 12% mas viables que las ingeridas (Fig. 5B),
sin embargo, esta diferencia no es significativa estadisticamente. En V. meridionale se ha
encontrado que las semillas son viables en su mayoria, llegando a superar el 80% de
semillas viables (70, 76), lo que puede mostrar la viabilidad no se afecta al pasar por el
tracto digestivo, sino que depende de la capacidad de la semilla.
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La latencia de una semilla se refiere al tiempo que tarda en activarse la maquinaria genética,
para que ocurra la germinacién, hasta que la radicula emerge (77). En varias
investigaciones se ha encontrado que V. meridionale tarda en promedio 30 dias en latencia
(70, 75, 78). No se encontraron investigaciones en las que se sometiera a evaluacion la
latencia de las semillas de V. meridionale tras ser ingeridas por aves frugivoras. A pesar de
esto, se reporta que V. myrtillus y V. cylindraceum no manifiestan efectos en la latencia
después de pasar por el tracto digestivo de aves frugivoras (73, 79), lo que se relaciona con
lo observado en este trabajo.

indices fisiologicos

La homeostasis fisiolégica depende de varios factores internos del individuo, que responden
a estimulos externos (80). El desbalance homeostatico podria ocasionar una baja en la
calidad de la dispersion ejercida por aves frugivoras (33). Sin embargo, no se encontré
correlacion entre los parametros fisiolégicos y los parametros de las semillas (jError! No
se encuentra el origen de la referencia.). Esto puede ocurrir por ejemplo por la poca
variabilidad en la fisiologia de los individuos.

La disponibilidad de recursos es uno de los principales factores que afecta a la condicion
fisiologica. La condicién corporal evalla la similaridad entre tamafio y estructura de un ave
(38, 81). Del mismo modo, se ha encontrado que al aumentar el tamafio corporal la
demanda metabdlica aumenta (82), esto es corroborado en el atrapamoscas Cyanistes
caeruleus, ya que se encontraron tamafnos corporales mayores al aumentar los recursos
disponibles (83). Ademas, al evaluar la variacion en el nivel de hematocrito en aves
paseriformes, se ha encontrado que los niveles bajos se asocian a la falta de alimento. De
igual manera, se hareportado que al ingerir alimento no se altera los valores de esta prueba.
Mientras que al aumentar el tiempo de ayuno disminuye el porcentaje de glébulos rojos
(84). Esto se puede atribuir, a que la toma de los datos se realizé en las primeras horas de
la mafiana. Por lo cual, es probable que al momento de la toma de datos las aves se
encontraran en ayuno.

Se ha planteado que para aves Passeriformes tropicales, la condicién corporal cambia por
la estacionalidad (85). Puesto que esta investigacion, se realizé en el periodo de temporada
seca, correspondiente a la temporada de fructificacién de las especies presentes en los
bosques andinos (56), la disponibilidad de alimento puede ser un factor que influye en los
resultados. El factor ambiental contribuye los cambios en la condicion fisiolégica (86).
Puesto que las condiciones ambientales no variaron en el periodo de colecta de datos y
gue las condiciones ambientales afectan directamente a la disponibilidad de recursos y que
adicionalmente se asocian los valores de la glucosa en las aves (jError! No se encuentra
el origen de lareferencia.C, F, 1) y condicion corporal (jError! No se encuentra el origen
de la referencia.A, D, G) de las aves evaluadas a la disponibilidad de recursos. Inferimos
que es un factor que puede influir en la condicion fisiolégica de las aves.

La resiliencia de algunas especies de aves a estresores externos puede limitar las
diferencias en los datos obtenidos de la condicién corporal. Asi se ha sugerido por Injaian
et al., (2020) quienes encontraron que procesos de urbanizacion o estresantes antrépicos,
pueden no verse reflejados en el estado fisioldgico del ave, especificamente en relacion a
la condicion corporal. Hormonas encargadas de la homeostasis fisiologica se han
encontrado asociadas a la condicién corporal de las aves. Estudios han afirmado que
condiciones crénicas de estrés influyen en el tamafio corporal, reduciéndolo
significativamente. A pesar de ello, solo ocurre en especies sensibles o especialistas (88,

21



89). Sin embargo, las especies evaluadas en esta investigacion no se encuentran
catalogadas dentro de estos grupos.

Infeccion por hemoparasitos

Se ha registrado que la infeccion por hemoparasitos afecta de manera importante a la
condicién corporal (90). Sin embargo, para las especies de estudio, se han realizado pocas
publicacion en la que se determine el porcentaje de infeccidn. Valkiiinas (91) realizé una
investigacion en la que Tangara cyanicollis presenta un porcentaje de infeccion equivalente
al 0.3%. El porcentaje de células infectadas por hemoparasitos determinado este estudio
fue en promedio de 0.05%, inferior a lo reportado. En nuestro caso, atribuimos que los datos
de infeccion por hemoparasitos pueden variar por tres factores principales, las condiciones
ambientales, la especificidad parasito hospedero y los posibles casos de falsos negativos.

Dentro de las variables ambientales mas importante se ha reportado la precipitacién como
un factor que promueve la incidencia de la infeccién (92). Ya que, la pluviosidad influye el
aumento de los vectores. Debido a que las muestras hematoldgicas se colectaron durante
el periodo seco, se puede atribuir a este factor los resultados obtenidos (93). Asi mismo, la
diversidad de los parasitos y la especificidad que desarrollan con el hospedero es un factor
que limita la prevalencia de la infecciéon (94). De igual manera, aunque las estimaciones de
la infeccion por hemosporidios no se relacionan con las estimaciones de semillas, existe
una pequefa posibilidad de incurrir en falsos negativos. Esto a causa, del nimero alto de
células evaluadas, por lo tanto, es probable incidir en el error de no inferir el estado
verdadero de la infeccion por hemoparasitos en la comunidad de aves estudiadas.

Relacién entre la condicion fisiolégica y las semillas ingeridas por aves frugivoras

En algunas especies de aves se ha encontrado una alta resiliencia a las perturbaciones
ambientales, lo cual, puede estar asociado a la condicién fisiol6gica. Latimer, et al., (95)
encontré que no hay diferencias significativas en la condicion fisiol6gica de las aves que
habitan cerca o sobre las granjas agricolas. De alli los autores concluyen que algunas
especies no se ven afectadas por las presiones antropicas. Asi mismo, se ha reportado que
las caracteristicas del habitat urbano o rural no influyen en los niveles de la condicion
corporal de Melospiza melodia (96). Es probable, que si existen estresores naturales o
antrépicos, en el entorno de las especies de estudio estén generando un bajo impacto sobre
la condicion fisiol6gica de las aves.

Para que haya un efecto sobre las semillas tras el paso por el tracto digestivo de un ave
frugivora, es necesaria la existencia de historias naturales compartidas. Es decir, la historia
natural de cada especie permite forjar relaciones interespecificas en un espacio
determinado donde el nicho de cada una interactta (97). Recientemente se ha reportado
gue no hay efecto por parte de las aves estudiadas al ingerir semillas cultivadas de V.
meridionale (98), puesto que, la planta ha sido introducida en la zona de estudio debido a
su importancia economica (99). Inferimos, que la ausencia de historia de vida compartida
tiene impacto sobre los resultados obtenidos. Sin embargo, no se descartan los beneficios
de entender desde la fisiologia el funcionamiento de los mecanismos que interacttan dentro
de los ecosistemas, especialmente con fines de conservacién (100).

Los métodos utilizados en este estudio permiten evaluar la condicién fisiolégica de aves
frugivoras neotropicales. Ademas de entrever aspectos que afectan las interacciones dentro
de una comunidad, especialmente en zonas de impacto antrépico. Esta investigacion abre
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la puerta al estudio de la fisiologia como un factor ecolégico que interactia dentro de la
dispersion de semillas. Especificamente como el grado de impacto sobre la estabilidad
fisiologica de un dispersor de semillas en una comunidad y explicar desde la fisiologia de
la conservacion el estado de las interacciones de algunos ecosistemas importantes. En
perspectiva a estudios futuros se pretende evaluar a través de la metodologia desarrollada
en esta investigacion, especies de plantas pioneras y comparar poblaciones de aves
diferentes.

CONCLUSIONES.

Evaluar la calidad de un dispersor de semillas a través de su fisiologia, permite aproximarse
de una mejor manera al grado de impacto de los cambios en su habitat y el papel que
desempefa un animal en su nicho ecolégico. Asi como la importancia de las especies
dentro de las interacciones, con el fin de conservar ecosistemas de interés. Con base a los
objetivos planteados en esta investigacion se puede inferir puntualmente que el paso de las
semillas de V. meridionale por el tracto digestivo de las aves evaluadas tiene un efecto
negativo en la germinacion. A pesar de esto, la viabilidad y la latencia de las semillas no se
ve alteradas al pasar por el tracto digestivo. De igual manera, la condicion fisiol6gica,
medida a través del indice de condicién corporal, indice de hematocrito y la concentracion
de glucosa, no se correlaciona con la geminacién, viabilidad y latencia de las semillas de V.
meridionale que son ingeridas por las especies de aves estudiadas. Igualmente, la infeccion
por hemoparasitos no parece tener un efecto en el éxito de las semillas.
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