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Resumen

Los mecanismos de regulacion de la coloracion se conservan ampliamente en la
filogenia aviar: aquellos dependientes del estrogeno se encuentran en las ramas basales, y
en grupos mas derivados, testosterona, hormona luteinizante y otros instrumentos no
hormonales cumplen esta funcion. El descubrimiento del dicromatismo sexual en la torcaza
comun (Zenaida auriculata) es relativamente reciente, por lo que se carece de informacion
sobre los procesos que lo controlan. Teniendo en cuenta que el orden Columbiformes se
encuentra cercano a ramas basales, se hipotetiza que las hormonas sexuales ejercen un
papel central en la regulacion de la coloracion del plumaje en la corona de la torcaza
comdun. Para ponerlo a prueba, se sometié a machos adultos a una muda forzada junto al
aumento exdgeno de estradiol y testosterona. Esto se realizo con el fin de determinar si la
presencia de estas hormonas durante la muda modifica las caracteristicas
espectrofotométricas del plumaje. Las variables colorimétricas clasicas, tono, saturacion
ultravioleta y brillo no mostraron diferencias significativas entre tratamientos y controles.
Asi mismo, el modelo de vision aviar indica que no se generaron cambios perceptibles para
los individuos, tanto en sefiales cromaticas como acromaticas. Sin embargo, los grupos
tratados con hormonas sexuales mostraron un incremento en la velocidad del proceso de
muda respecto al grupo control. Estos resultados sugieren que la torcaza comdn es una
excepcion a modelos de las ramas basales, donde las hormonas sexuales no son un
elemento regulatorio para la coloracion, pero si para la velocidad del crecimiento de sus

plumas nuevas.

Palabras clave: Zenaida auriculata, plumaje, corona, muda, coloracion, modelo de vision

aviar.



Abstract

The mechanisms of coloration regulation are widely conserved in avian phylogeny:
those dependent on estrogen are found in the basal branches, and in more derived groups,
testosterone, luteinizing hormone and other non-hormonal tools fulfill this function. The
discovery of sexual dichromatism in the Eared Dove (Zenaida auriculata) is relatively
recent, so information on the processes that control it is lacking. Considering that the order
Columbiformes is found close to basal branches, it is hypothesized that sex hormones exert
a central role in the regulation of crown plumage coloration of the Eared Dove. To test this,
we subjected adult males to a forced molt along with exogenous increase of estradiol and
testosterone. This was done to determine whether the presence of these hormones during
molt modifies the spectrophotometric characteristics of the plumage. The colorimetric
variables, hue, ultraviolet saturation and brightness showed no significant differences
between treatments and controls. Likewise, the avian vision model indicates that no
perceptible changes were generated for individuals, both in chromatic and achromatic
signals. However, the hormone-treated groups showed an increase in the speed of the
molting process compared to the control group. These results suggest that the Eared Dove
Is an exception to basal branch models, where sex hormones are not a regulatory element

for coloration but are for the speed of the growth of their new feathers.

Keywords: Zenaida auriculata, plumage, crown, molt, coloration, avian visual model.
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INTRODUCCION

El plumaje es una de las principales caracteristicas que distingue a las aves. Este,
ademas de ser fundamental para el vuelo, cumple diferentes funciones tales como el
aislamiento térmico y la proteccion contra la radiacion solar y parésitos. Asi también, tiene
un rol protagonico en la comunicacion intra e interespecifica, destacandose su
participacion en la atraccion de posibles parejas (mediante la exhibicién o la generacion de
sonidos), la mantencion o adquisicion de estatus sociales, la defensa del territorio y el
camuflaje (Hill y McGraw, 2006; Terril y Shultz, 2022).

Sin embargo, a medida que pasa el tiempo, el plumaje y su coloracion se ven
afectados por factores bioticos (actividad bacteriana y ectoparasitos) y abiéticos (abrasion
mecénica, acumulacion de grasa y polvo, radiacion solar, entre otras) (Delhey et al. 2007;
Tokolyi et al. 2008; Shawkey et al. 2009; Griggio et al. 2011; Surmacki et al. 2011,
Valdez y Benitez-Vieyra, 2023). Cuando una pluma se encuentra deteriorada, su funcion
puede estar comprometida, por lo que su reemplazo resulta una estrategia fundamental para
restaurar su funcién (Jenni y Winkler, 2020). En este sentido, la muda es un proceso
fisiologico clave en la historia de vida de las aves, pues permite la renovacion de plumas

viejas por nuevas (Lindstrom et al., 1993).

La importancia del periodo de muda radica en que, durante el mismo, se definira el
color general del ave. En este sentido, la coloracidn de la pluma es determinada por dos
factores principales: la deposicion de pigmentos (carotenos, melaninas y psittacofulvinas -
estos Ultimos en psittaciformes-) y su ultraestructura, que establecera la manera en la que
los haces de luz se absorben y reflejan en las ldminas de queratina, dando lugar a colores
estructurales (Hill y McGraw, 2006). En este contexto, la torcaza comun (Zenaida
auriculata), una especie de paloma nativa de Ameérica del Sur, posee una coloracion
melanica, levemente rosada y con tonos grisaceos. Su cuello presenta un brillo dorado
iridiscente, con manchas negras en cara y alas y su cola es plomiza, con faja subapical

negray apice externo blanco (Narosky et al., 2010).

Las especies de este género son consideradas, en su mayoria, sexualmente
monocromaticas. Sin embargo, Valdez y Benitez-Vieyra (2016), establecen la existencia de
dicromatismo sexual en Z. auriculata, indicando diferencias significativas entre machos y
hembras en siete regiones corporales, siendo la corona la més evidente. En los machos,

esta region corporal es expuesta durante el cortejo y presenta un color celeste grisaceo,



mientras que en juveniles y hembras tiende a ser marrdn grisaceo. Ante este
descubrimiento, y frente a la inexistente informacidn acerca de los mecanismos que
regulan el dicromatismo sexual en esta especie, es que el presente estudio se torna

relevante.

En este sentido, las hormonas se proponen como el principal elemento regulatorio
de la coloracién del plumaje debido a que pueden variar sexual, estacional y
ontogenéticamente (Ralph, 1969; Kimball, 2006). Ademas, en numerosas especies de aves
se ha observado la influencia de las hormonas sexuales estradiol y testosterona sobre la
coloracion y velocidad de crecimiento de plumas nuevas (Haase y Schmedemann, 1992;
Hahn et al., 1992; Hall et al., 1993; Haase et al., 1995; Evans et al., 2000; Stoehr y Hill,
2001; Fargallo et al., 2007; Kurvers et al., 2008). Estas hormonas esteroideas pueden
actuar directamente sobre los receptores esteroideos ubicados en la papila de las plumas o
indirectamente a través de sus propiedades pro-oxidantes, condicionando asi el tiempo de
crecimiento, el color y la estructura de la nueva pluma (Peczely, 1992; Peters et al., 2006;
Alonso-Alvarez et al., 2007; Roberts et al., 2009).

Teniendo en cuenta la informacién disponible acerca de los mecanismos de
regulacién hormonal de la coloracién, la regulacién estrogeno-dependiente se presenta
como una caracteristica basal en la filogenia aviar, presente en grupos como paleognatos,
galliformes y anseriformes (Kimball, 2006). Dentro de las neoaves, el grupo de
columbiformes se ubica cercano a las ramas basales de la filogenia aviar (Braun y Kimball,
2002; Kimball, 2006; Prum, 2015), por lo que se podria pensar que en este orden también
existiria una regulacion estrogeno-dependiente (Fig. 1). Ademas de esta regulacion
hormonal, en grupos aviares mas derivados, se adquieren otros mecanismos de control que
involucran, por ejemplo, la regulacion por testosterona, hormona luteinizante o inclusive la

pérdida del control hormonal (Kimball, 2006).
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Figura 1: Filogenia de aves y su relacidn con los mecanismos de regulaciéon hormonal

de coloracion. Se indican las transiciones entre diferentes mecanismos hormonales. *
denota Gnicamente posicidn filogenética, sin registros sobre mecanismos de regulacion.

Tomado y modificado de Kimball (2006).

Un estudio reciente determiné que el periodo de muda de las plumas de la corona
en la torcaza comun ocurre entre los meses de enero y junio (Valdez y Benitez-Vieyra,
2023). Sumado a esto, durante el mismo tiempo los machos de torcaza comdn presentan
niveles de testosterona plasmatica que van de los 250 pg/ml en enero hasta los 100 pg/ml

durante el resto del periodo (Maldonado et al., 2020). Lo llamativo de esto, es que ain a
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bajos niveles de testosterona plasmaética los machos permanecen sexualmente activos
(Maldonado et al., 2020).

En base a estos antecedentes, es que se plantea la hipdtesis de la existencia de un
control hormonal de la coloracion del plumaje de la corona de la torcaza comun mediado
por hormonas sexuales. Es asi, que se propone evaluar el efecto de las hormonas sexuales
estradiol y testosterona sobre la coloracion y velocidad de crecimiento de las nuevas
plumas de la corona en machos durante el periodo de muda. En base a los antecedentes
filogenéticos antes expuestos, se espera observar una regulacion estrogeno-dependiente de
dicha coloracion. En su conjunto, este trabajo sentaria las primeras bases para el estudio de
mecanismos de regulacion hormonal de la coloracion en especies del orden

columbiformes.
OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar el efecto de las hormonas sexuales estradiol y testosterona sobre la
coloracion del plumaje nuevo de la corona en machos adultos de la torcaza comun (Z.

auriculata).
Objetivos especificos

1. Determinar si el tratamiento con implantes de hormonas sexuales (estradiol y/o
testosterona) afecta las caracteristicas espectrofotométricas del nuevo plumaje de la

corona de machos adultos de la torcaza comun.

2. Evaluar si el tratamiento con implantes de hormonas sexuales (estradiol y/o
testosterona) influye sobre la velocidad del crecimiento de plumaje nuevo en la

torcaza comun.

3. Registrar la variacion de la concentracion de hormonas sexuales estradiol y
testosterona a los fines de corroborar el correcto funcionamiento de los implantes a

lo largo del experimento.

4. Analizar la variacion individual de corticosterona en sangre a lo largo del
experimento a los fines de registrar los niveles de estrés que pudiera causar el

implante.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio conto con la aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del IDEA (CONICET- UNC), acta de
aprobacién N°33/2023, fecha: 10/04/23.

Animales de estudio y alojamiento

El muestreo se llevo a cabo en los alrededores del Parque de la Biodiversidad de
Cordoba, Argentina (Ex-zoologico de Cordoba; 31°25°31.79” S, 64°10°29.92” O) entre los
meses de abril y mayo de 2023, durante el periodo de muda de las plumas de la corona.
Para la captura de machos adultos, se utilizaron trampas pasivas cebadas con una mezcla
de semillas y alimento balanceado para aves segun lo estipulado por Navarro (1986). Se
seleccionaron solo aquellos individuos que poseian un plumaje celeste grisaceo fuerte en

su corona, caracteristica de los machos de esta especie (Valdez y Benitez-Vieyra, 2023).

Los ejemplares tuvieron un periodo de aclimatacion de al menos 7 dias en el recinto
gue se encuentra en las inmediaciones del Centro de Zoologia Aplicada, apto para aves
silvestres de pequefio a mediano tamafio, autorizado por CONICET (cddigo ST6043). En
él, se ubicaron jaulas individuales de 50x40x40cm, que estuvieron expuestas a condiciones
seminaturales de temperatura (cercanas a 22°C) y luz (aproximadamente 600 lux de luz
blanca fria). Los individuos dispusieron de alpiste y agua ad-libitum. No se utilizé comida
comercial para aves (mezcla de semillas y aditivos), a fin de evitar cualquier tipo de

influencia de la dieta sobre la coloracion de las nuevas plumas.

Las tareas de saneamiento del recinto fueron realizadas tres dias a la semana, entre
las 10:00 y las 13:00 hs. El personal a cargo utilizé uniforme en todas las ocasiones, asi
como barbijo y guantes de latex, a fin de generar acostumbramiento en los individuos. La

rutina fue realizada en silencio y de manera calmada a fin de evitar exaltar a los animales.
Tratamientos con hormonas sexuales

Los machos capturados fueron separados en tres grupos experimentales: control
(implante sin hormonas), grupo tratado con estradiol y el grupo tratado con testosterona. Se
utilizaron implantes realizados con cera de abeja (volumen= 63 mm3) segun lo
especificado por Quispe et al. (2015), en una concentracion de 5 mg hormonal cada uno.
Los estandares de estradiol y testosterona con los cuales se construyeron los implantes
fueron de Sigma Aldrich, Inc. USA.
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Cada individuo fue inmovilizado con un tubo de tela elastica para extraer plumas
en su espalda (parte media) y aplicar sobre la piel descubierta el anestésico topico
(clorhidrato de lidocaina en gel al 5%). Pasado el tiempo de accién del farmaco, alrededor
de 5 minutos, se realizd, con bisturi quirdrgico, una incision en la piel a modo de bolsillo,
donde se introdujo el implante subcutaneo. Se sutur6 con adhesivo quirurgico (2-
etilcianoacrilato al 90%) (Fig. 2B).

Con los individuos todavia inmovilizados, se sustrajeron las plumas de la corona en

una seccion de %2 cm? a fin de realizar la muda forzada (Fig. 2C).

Una vez que se constato el cierre éptimo de la sutura y que los individuos se
encontraban en correctas condiciones, se quitaron las restricciones y el ave se traslado
nuevamente a su recinto. Alli se le realizé un seguimiento post-operatorio de su

comportamiento durante las siguientes 24 horas.
Comienzo y finalizacion del crecimiento de las nuevas plumas

Luego de la realizacion de la muda forzada, se realiz6 un seguimiento del
crecimiento de plumas nuevas en el parche realizado en los tres grupos experimentales.
Esto se realizé a fin de determinar la fecha exacta en la que se comenzaron a observar los
primeros canutos y el momento en el cual el parche se cubrié en un 100% por plumas

nuevas.

C)

3 Zonade
muda forzada

Tubo de
tela elastica

Implante
subcutaneo

Figura 2: Procedimiento de colocacion de implante y muda forzada. A) Torcaza
comun en la naturaleza, donde se puede observar el plumaje celeste grisaceo en la zona de
la corona. B) Individuo inmovilizado luego de la operacién, donde se puede apreciar el
implante subcutaneo. C) Visualizacion de la zona donde se retiraron las plumas de la
corona (muda forzada) a fin de que suceda la nueva muda.
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Analisis espectrofotométrico de plumas

Las nuevas plumas, resultado de la muda forzada, fueron analizadas mediante
espectrofotometria segun lo establecido por Valdez y Benitez-Vieyra (2016; 2023). La
reflectancia se midio en el rango de vision aviar, que contempla desde los 300 a los 700
nm. Se utilizo el espectrofotometro OceanOptics USB40000 equipado con una fuente de
luz halégena y deuterio (839 Douglas Ave., Dunedin, FL, USA 34698), ambos conectados

al sensor por una fibra optica bifurcada.

La superficie de la muestra del plumaje se iluminé a 45°, a una distancia de 4 mm
entre la misma y el equipo. Se recogio la reflectancia a la misma inclinacion, con una
resolucion de 0,19 nm, tiempo de integracion de 300 mseg y cada espectro fue el promedio
de tres lecturas. Para recalibrar el equipo entre determinaciones, se utilizo el blanco
estandar (100% de reflectancia) (Ocean Optics, WS-1-SS White Standard), a fin de
corregir posibles desvios. Los datos de reflectancia obtenidos, fueron recogidos por el

software SpectraSuite (Ocean Optics, Inc.).

Los datos espectrofotométricos fueron tratados con el paquete PAVO (Maia et al.,
2013) en el programa R Studio, que permite el andlisis de variables colorimétricas clasicas:
tono, brillo y saturacion, asi como también posibilita la utilizacion de un modelo de vision
aviar. Debido a la diferencia existente entre los modelos visuales de aves y mamiferos,
tetracromatico y tricromatico respectivamente (Odeen y Hastad, 2003), el modelo de vision
aviar es una herramienta que permite la interpretacion de como las aves se perciben entre
ellas (Endler y Mielke, 2005).

Las variables del modelo de vision aviar se ajustaron a lo utilizado en Valdez y
Benitez-Vieyra (2016; 2023), donde se establecio el quantum catch (Q) para cada cono, y
la iluminacion diurna estandarizada (D65) representativa de la luz ambiental al mediodia
en un espacio abierto. Se utilizo la sensibilidad espectral generalizada de los conos de aves

tipo violeta (VS), que caracteriza a los Columbiformes.

Los valores de la excitacion de los conos fueron utilizados para calcular las
coordenadas del plumaje de los grupos experimentales en el espacio energético
tetracromatico. Finalmente, para estimar las distancias cromaticas y acromaticas, se aplicd

el modelo de vision aviar que establece que el ruido del receptor limita la discriminacion
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en cada cono. Las distancias se caracterizaron en unidades de JNDs (diferencias apenas
perceptibles, por sus siglas en inglés “just noticeable differences”), de modo que un JND

representa el umbral de discriminacion.

Para llevar a cabo estas tareas se contd con el asesoramiento del Dr. Santiago
Benitez-Vieyra, perteneciente al Laboratorio de Ecologia Evolutiva y Biologia Floral, del
Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV - CONICET).

Analisis estadistico

Los espectros de reflectancia obtenidos de los diferentes grupos experimentales
(implante control, estradiol y testosterona) fueron examinados y comparados para
determinar la existencia de superposiciones a lo largo del espectro.

Las variables colorimétricas clasicas: tono, saturacion y brillo fueron analizadas
con un analisis de varianza ANOVA unidireccional para probar diferencias significativas.
Las diferencias entre las coordenadas en el espacio tetraédrico dadas por el modelo de

visioén aviar se examinaron utilizando un PERMANOVA.

Los datos obtenidos sobre la velocidad de crecimiento fueron analizados mediante
un t de Student para distinguir diferencias significativas entre los tratamientos.

Para todos los analisis estadisticos realizados, el nivel de significancia (o) utilizado
fue de 0,05. En esta instancia, también se contd con el asesoramiento del Dr. Santiago

Benitez-Vieyra.
Extraccién de sangre y cuantificacion hormonal

A los fines de evaluar el correcto funcionamiento de los implantes, se extrajeron
muestras de sangre desde la vena yugular de los individuos utilizando jeringas
heparinizadas de 1 ml (Tuberculin syringe, TERUMO, Terumo Corporation) entre las
10:00 y las 13:00 h a los fines de evitar variaciones circadianas (Turek y Gwinner, 1982).
Las extracciones se realizaron luego de 4 dias de aclimatacion de los individuos al recinto
y antes del implante, 2 dias después de la colocacion de implantes y una vez a la semana,
durante las tres semanas posteriores. Para este proceso se contd con el acompafiamiento del
médico veterinario Dr. Agustin Quaglia, integrante del Laboratorio de Arbovirus, Instituto
de Virologia "Dr. J. M. Vanella" de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad

Nacional de Cérdoba; quién posee una amplia experiencia en el estudio de esta especie.
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Todas las muestras de sangre fueron centrifugadas a 5000 G durante 25 minutos en
centrifuga refrigerada (Presvac EPF-12R), el plasma resultante se almacen6 a -20°C hasta
la determinacion hormonal correspondiente. La cantidad de plasma obtenido fue
insuficiente para realizar andlisis de todos los parametros y, por lo tanto, los nUmeros

muestrales no son iguales para todas las determinaciones.
Estradiol y testosterona

La concentracion de estradiol y testosterona en sangre se determin6é mediante
inmunoensayo, siguiendo el procedimiento descrito en los Kits comerciales de
inmunoensayo de electroguimioluminiscencia, Elecsys Testosterone 11 y Elecsys Estradiol
Il de ROCHE (Valdez et al., 2014). Ambas hormonas fueron analizadas en un equipo
Cobas 6000 con un modulo de inmunoensayo e 601 (HITACHI High Technology
Corporation-ROCHE Diagnostic GmbH).

Esta determinacion se realizé en colaboracion con la Dra. Gabriela Sobrero del
Laboratorio de Endocrinologia del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad en la ciudad
de Cordoba.

Corticosterona

Una sefial clara de estrés en aves, es la liberacion de la hormona corticosterona
(Sapolsky et al., 2000; Romero y Romero, 2002; Bilkov4, 2020), donde las
concentraciones basales se denotan si la muestra es tomada dentro de 3 minutos pasada la
captura y manipulacién del animal (Schoech et al., 1999; Romero y Romero, 2002). En
esta experimentacion, las muestras fueron tomadas dentro de este periodo de tiempo desde

su traslado desde el recinto hacia el laboratorio donde se extrajeron las muestras.

La concentracién de corticosterona plasmatica se determind mediante la técnica de
inmunoensayo enzimatico (EIA), segun lo descrito en Rojas et al. (2019). Se utiliz6 el
anticuerpo policlonal anti-CORT, que posee reaccién cruzada del 100% con corticosterona.
La absorbancia se midio a 405 nm, utilizando un lector de microplacas (Thermo Electron
Corporation, EEUU). Para estas determinaciones se utilizaron coeficientes de variacion
medidos intraensayo e interensayo para las muestras de control alto y bajo y fueron <12%

y <3,4%, respectivamente. La sensibilidad del ensayo fue de 0,078 ng/mi.
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Este procedimiento estuvo a cargo de la Dra. Marina Ponzio y la Biol. Veronica
Cantarelli, del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (INICSA - CONICET),

de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.
Sacrificio de animales

Una vez que todos los grupos experimentales cubrieron el 100% del parche
realizado con plumas nuevas, se mantuvo a los ejemplares en el recinto por una semana
mas. Pasado ese tiempo, los individuos fueron sacrificados por decapitacion con guillotina.
Ademas, se recolectd plasma de cada ejemplar en tubos tipo eppendorf de 1,5 ml
previamente heparinizados. Estas muestras fueron tratadas segun lo especificado en la
seccion Cuantificacion hormonal. Inmediatamente después se procedi6 a la corroboracion

del sexo por inspeccion gonadal.

RESULTADOS
Muestreo

Se capturaron 23 machos adultos, que fueron distribuidos al azar en los tres grupos
experimentales. Asi, el grupo control (C, con implantes sin hormonas) cont6 con 7
especimenes y los grupos tratados con estradiol (E) y testosterona (T), reunieron 8

ejemplares cada uno.
Comienzo y finalizacion del crecimiento de las nuevas plumas

Luego de realizar la muda forzada (dia 0), las nuevas plumas comenzaron a crecer

en todos los grupos alrededor de los 3 dias.

Se tomd como dia de finalizacion de crecimiento de plumas nuevas, cuando el
parche realizado previamente se cubrié en un 100% por plumas nuevas (Fig. 3A). De esta
manera, los individuos del grupo Control tardaron 33,000 + 5,860 dias en mudar, mientras
que el grupo Estradiol lo hizo en 25,870 + 6,490 dias y el grupo Testosterona, necesitd de
22,370 + 3,330 dias para cubrir el 100% del parche (Fig. 3B). Las diferencias entre medias
fueron evaluadas mediante un analisis de t de Student, que mostro diferencias
significativas entre el grupo Control y los grupos Estradiol (t=2,22; IC 95% [0,180;
14,070]; p = 0,045) y Testosterona (t= 4,390; 1C 95% [5,400;11,130] p=0,0007). Estos
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dos ultimos (E y T) no mostraron diferencias significativas entre si (t=1,360; IC 95% [-
2,030; 9,030]; p = 0,196).

Analisis espectrofotométrico

Espectros de reflectancia

En un andlisis descriptivo, los espectros de reflectancia para el plumaje de la corona
(Fig. 3C) muestran un pico de reflectancia cercano a los 340 nm en los tres tratamientos,
que corresponde a la regién ultravioleta (UV) del espectro electromagnético. Asi también,
se puede observar que los errores se solapan a lo largo de todo el espectro, por lo que no se
muestran diferencias entre los grupos experimentales. Sin embargo, es importante denotar
la amplia variabilidad que existe en la region ultravioleta (desde los 300 a 400 nm), ya que
en el resto del espectro la variabilidad es acotada y se comporta de igual manera en todos

los grupos experimentales.
Variables espectrofotométricas clasicas

En la Tabla 1 se muestran las variables colorimétricas clasicas estudiadas: tono,
saturacion ultravioleta (S UV) y brillo. No se observaron diferencias significativas de

ninguna de las variables entre los tratamientos.

Tabla 1: Variables colorimétricas clasicas: tono, saturacion en la region UV y brillo. Las
diferencias entre grupos fueron testeadas con ANOVAs. Los datos se muestran como
media % error estandar.

Control Estradiol Testosterona F:p

Tono 400,714 + 7,004 394,875+ 11,910 445,875+ 87,520 F(364-1,902 ; p=0,158

Suv 0,349 + 0,020 0,331+ 0,010 0,330 + 0,022 F(2,64=0,177 ; p=0,838

Brillo 21,692 +2,715  19,771+3,630  23,341+5760  Fp,es-1,370 ; p=0,261

Modelo de vision aviar

El promedio de las distancias cromaticas y acromaticas medidas en JND entre

machos de los diferentes tratamientos se muestran en la Fig. 3D-E, respectivamente.
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Se observa que las distancias cromaticas presentaron diferencias significativas (F,
19)=5,034 ; p=0,013) entre tratamientos, pero todos los valores obtenidos se encuentran por

debajo del umbral de discriminacién.

En el caso de las distancias acromaticas, a pesar de que dos de sus valores superan

el umbral, no presentan diferencias significativas entre tratamientos (F, 19=1,192 ;

p=0,324).
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Figura 3: Caracterizacion del proceso de muda y caracteristicas espectrofotométricas
del plumaje de la corona de la torcaza comun. A) Proceso de crecimiento individual de
una plumay delimitacion del &rea de medicién para la espectrofotometria. B) Tiempo de
finalizacién del 100% de muda en los grupos experimentales. Los resultados se grafican
como media * error estdndar. Se indican diferencias significativas con a=0,05; * p<0,05;
*** p<0. C) Espectros de reflectancia para los tres grupos experimentales. Los resultados
se grafican como media + 2 error estandar. D) Distancias crométicas expresadas en JNDs.
Los resultados se grafican como media * error estandar. Se indican diferencias
significativas con a=0,05; * p<0,05. E) Distancias acromaticas expresadas en JNDs. Los
resultados se grafican como media * error estandar.

Abreviaturas= C: Grupo Control; E: Grupo tratado con estradiol; T: Grupo tratado con
testosterona.

Evaluacion del correcto funcionamiento de los implantes
Cuantificacion hormonal

El plasma recolectado por individuo fue insuficiente para realizar el perfil hormonal
completo, por lo que se seleccionaron las muestras de 16 ejemplares al azar (6
pertenecientes al grupo control y 5 de cada tratamiento hormonal) para la medicion de las
hormonas sexuales, estradiol y testosterona. Para la cuantificacion de corticosterona se
utilizaron las muestras de 7 especimenes, también elegidos al azar (1 del grupo control y 3

de cada tratamiento con hormonas).

En el grupo control, con implantes que carecen de hormonas (Fig. 4A), se observan
concentraciones basales de ambas hormonas correspondientes al periodo de aclimatacién o
dia -3 (13,455+2,056 pg/ml, en el caso de estradiol; 0,082+0,058 ng/ml de testosterona).
Luego de la colocacidn del implante (dia 0), se puede denotar un leve aumento en la
concentracion del estradiol que alcanza los 27,510+13,448 pg/ml y que disminuye
rapidamente a 11,570+2,214 pg/ml, luego a 9,756+1,846 pg/ml. En la dltima
cuantificacion, la hormona aumenta levemente hasta indicar una concentracion de
16,858+8,486 pg/ml. La testosterona en cambio, se mantiene en 0,023+0,002 ng/ml en las
dos semanas siguientes al dia 0, exceptuando la Gltima medicion en la que se registra una
concentracion de 0,144+0,111 ng/ml. Es asi que las concentraciones tanto de estradiol
como de testosterona se mantienen en valores minimos, sin cambios notables a lo largo de

todo el experimento.

En un inicio, el grupo tratado con estradiol (Fig 4B) muestra concentraciones
similares a los registrados para el grupo control en el periodo de aclimatacion
(15,804+4,462 pg/ml). Luego de la insercion del implante en el dia 0, se puede observar un
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aumento en su concentracion, registrandose 220,400 + 34,054 pg/ml y luego un
decrecimiento lento a lo largo del tiempo. Es asi que el estradiol alcanza valores de 44,420
+ 10,776; 26,544 + 6,354 y 22,218 + 7,481 pg/ml en las semanas subsiguientes. En
contraste, la concentracion de testosterona se mantuvo constante en todos los tiempos
registrados (desde el dia -3, hasta la ultima medicién en el dia 50), siendo similares a los
basales indicados para el grupo control, ain después de la intervencion quirdrgica.

Una respuesta similar se observa en el grupo tratado con testosterona (Fig 4C).
Antes del implante, en el dia -3, se observé una concentracion de 0,022 + 0,002, similar a
lo observado en el grupo control. Dos dias luego de la colocacion del implante, se
registraron valores de 225,340 + 39,780 ng/ml de testosterona, que disminuye rapidamente.
En el dia 9, se alcanzan los 0,1313 £ 0,057 ng/ml, mientras que en el dia 16 se observan
0,089 + 0,044 ng/ml. En el ultimo registro, aumenta levemente hasta conseguir 0,213 +
0,165 ng/ml de concentracion de testosterona. A pesar de la diferente cinética de esta
hormona en sangre, los valores se mantienen por encima de los reportados para el grupo
control. Respecto a la concentracion de estradiol en sangre, los niveles se mantuvieron
dentro de los valores de concentracion basales y fueron constantes a lo largo de todo el

experimento.

El seguimiento de corticosterona plasmatica (Fig. 4D), muestra una amplia
variabilidad entre individuos en el periodo de aclimatacion (dia -3). Luego de la
intervencion quirurgica y la realizacion de la muda forzada, hay una reduccion general en
la concentracion de la hormona, mostrando una clara tendencia a la disminucion de

corticosterona (y, por ende, del estrés) en sangre a lo largo del experimento.
Valoracion comportamental

A pesar de no haberse hecho un analisis etoldgico, es de importancia notar los

distintos comportamientos que exhibieron los grupos a lo largo del experimento.

Respecto a los individuos pertenecientes al grupo control, no se notaron cambios en
el comportamiento luego de la insercion de los implantes. En general, se mostraron
tranquilos en las diferentes etapas del experimento. Similarmente, en el grupo estradiol,
tampoco se notaron grandes cambios en el comportamiento de los animales. En este caso
los ejemplares se podian agrupar en aquellos tranquilos y mas bien timidos, y aquellos que

se notaron enérgicos y reactivos a lo largo de todo el experimento.
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Contrariamente, los miembros del grupo tratado con testosterona, luego de la
colocacion del implante, se mostraron mas activos y tenaces, asi como también
movilizaron mas los objetos presentes en sus jaulas (el cuenco con comida y el bebedero).
Ademas, se mostraron mas enérgicos a la hora de realizar las extracciones de sangre y al

momento de volver a sus jaulas.
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Figura 4: Determinacion hormonal en plasma para cada grupo experimental.

A) Niveles plasmaticos de estradiol y testosterona en el grupo control (implante sin
hormona). B) Niveles plasmaticos de estradiol y testosterona en el grupo tratado con
estradiol. C) Niveles plasmaticos de estradiol y testosterona en el grupo tratado con
testosterona. D) Niveles plasmaticos de corticosterona a lo largo del experimento de los
tres grupos experimentales.

Notese que los dias se cuentan tomando como 0 al dia de la intervencién quirurgica para
colocar los implantes y la realizacion de la muda forzada. Los resultados se muestran como
media % error estandar.

DISCUSION

En este trabajo se abordd el primer estudio sobre el papel de las hormonas sexuales
estradiol y testosterona en los mecanismos de regulacion de la coloracion de la torcaza

comun, el miembro mas abundante del género Zenaida en Sudamérica.

El tratamiento con hormonas sexuales no modifica las caracteristicas
espectrofotométricas del plumaje de la corona respecto a las variables colorimétricas
clésicas (Tabla 1). Sin embargo, al momento de analizar los datos obtenidos con el modelo
de vision aviar, se pueden observar dos escenarios. En primer lugar, los grupos tratados
hormonalmente, muestran diferencias entre si y con el grupo control, respecto a sus
distancias cromaticas (Fig. 2D). Aun asi, ninguno de los valores obtenidos sobrepasa el
umbral de discriminacion (JND = 1), lo que indica que, a nivel biolégico, los individuos no
pueden apreciar ningun cambio entre ellos y perciben a los tres grupos como si se tratara
de uno solo. En cuanto a las distancias acromaticas, se puede observar que, a pesar de no
mostrar diferencias significativas en el andlisis estadistico, dos de los valores superan el
umbral de discriminacion (Fig. 2E). Sin embargo, las distancias obtenidas no se alejan del
umbral de 1 JND vy, por lo tanto, estas variaciones minimas no logran distinguirse por los
individuos como sefiales disimiles. Entonces, los tratamientos con hormonas sexuales
(estradiol y testosterona), no produjeron cambios apreciables en la coloracién de las
plumas de la corona de la torcaza comun aun después de aplicar un modelo de vision

acorde a los columbiformes.

Ademas, se distingue que estos resultados no fueron afectados por el estrés debido
a la experimentacion o insercion de implantes. Como se mencion0 previamente, la
corticosterona plasmatica es un indicador del nivel de estrés en aves (Sapolsky et al., 2000;
Romero y Romero, 2002; Bilkova, 2020) y los controles realizados muestran una

disminucion sostenida a medida que ocurri6 la experimentacion. Sumado a esto, segun lo
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descrito por Romero et al. (2005), niveles elevados de corticosterona en sangre causaron
un retraso en el crecimiento de plumas en el estornino europeo (Sturnus vulgaris) y en el
gorrion blanco coronado (Zonotrichia leucophrys) luego de una muda forzada. Por el
contrario, los resultados del presente estudio muestran que los grupos tratados con
hormonas sexuales completaron la muda en un periodo de tiempo menor respecto al grupo
Control, lo que indica que los niveles de estrés mediados por corticosterona durante el

desarrollo del experimento no participaron de los procesos estudiados.

Estradiol
Efecto sobre coloracion
La hormona estradiol no modifico las variables colorimétricas clasicas ni produjo

cambios perceptibles tanto en sefiales cromaticas como acromaticas.

En los grupos taxondmicos donde la coloracion es estrogeno dependiente, es la
presencia o ausencia de esta hormona la que determina el color del plumaje y el patron en
especies dicromaticas (Kimball, 2006). En hembras y machos, independientemente de si se
realiza gonadectomia previamente, el plumaje resulta en uno mas pélido y femenino si el
estrogeno estuvo presente al momento de la muda. En cambio, en su ausencia, los
individuos consiguen un plumaje brillante y masculino. Lo mas interesante, es que el
tratamiento con andrdgenos tales como testosterona no afectan de ninguna manera la
coloracion del plumaje en la regulacion estrégeno-dependiente. Es importante notar que la
torcaza comun no se ajusta a ninguno de los escenarios planteados: el tratamiento con

testosterona no afectd al plumaje, pero el aumento exdgeno de estradiol tampoco.

En ramas basales de la filogenia aviar (Prum et al., 2015), los estrogenos juegan un
papel importante en la determinacion de la coloracion del plumaje. Sus efectos son claros y
se muestran de manera consistente en los distintos érdenes y en diferentes tipos de
coloracion; ya sea melanica, como en el caso de struthioniformes o estructural, como en el
caso de los galliformes y anseriformes (Kimball y Ligon, 1999; Kimball, 2006). Es asi, y
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este experimento, que se puede asegurar que

la torcaza comdn no posee una regulacion dependiente de estrogenos.

Por lo tanto, el comportamiento de la coloracidn en esta especie se ajusta mas a
controles que aparecen en ramas derivadas en la filogenia, como passeriformes. En este

orden, existen controles por andrégenos, hormonas luteinizantes y mecanismos
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hereditarios (genéticos) (Kimball y Ligon, 1999; Kimball, 2006; Price-Waldman y
Stoddard, 2021).

Efecto sobre velocidad de muda

Respecto a la duracién de la muda, el aumento de estradiol produjo un aumento en
la velocidad del crecimiento del plumaje (Fig. 3B): el grupo tratado con esta hormona
cubri6 el parche aproximadamente una semana antes que el grupo Control. En contraste, en
hembras del chingolo cantor (Melospiza melodia) y en ambos sexos de la codorniz
japonesa (Coturnix japonica), la muda se retrasé frente a un aumento exdgeno de estradiol,;
pero una vez retirado los implantes, alcanzaron los puntajes de muda obtenidos por el
grupo control (Runfeldt y Wingfield, 1985; Hahn et al., 1992; Hall et al., 1993). Del
mismo modo, las hembras de cernicalo americano (Falco sparverius) en periodo de
incubacion, empezaron a mudar una vez que los niveles de estradiol disminuyeron a
niveles basales en la especie (cercanos a 10 pg/ml) (Rehder et al., 1986), indicando un
efecto inhibitorio de la hormona femenina sobre este proceso fisioldgico. Por el contrario,
los resultados obtenidos indican un efecto estimulatorio de estradiol sobre la velocidad de

muda.

Testosterona
Efecto sobre coloracion

Durante el cortejo, los machos de torcaza comdn presentan una conducta de
reverencia hacia las hembras tipica en el grupo de las palomas (Goodwin, 1966), en la cual
persiguen a la hembra con el cuello inflado mostrando su corona y realizando
vocalizaciones. Esta region corporal presenta un marcado dicromatismo sexual (Valdez y
Benitez-Vieyra, 2016; 2023). Segun lo reportado por Maldonado et al. (2020) los machos
presentan un aumento de testosterona que alcanza los 200 pg/ml durante febrero, momento
en el que se produce el periodo de muda. Es entonces que se podria suponer que los niveles
de esta hormona regularian la sefializacion de rasgos sexuales masculinos, actuando como
una sefial honesta de calidad para las hembras. Sin embargo, el aumento de testosterona no
mostré cambios significativos ni perceptibles en el plumaje de la corona. Esto concuerda
con lo reportado por Sieferrman et al. (2013), donde un aumento de testosterona en el
azulejo garganta canela (Sialia sialis) no afecto la coloracion del plumaje estructural de la

corona, pero si al plumaje melanico del pecho. Sin embargo, en este caso los individuos
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tratados con testosterona mostraron también un aumento en los niveles de corticosterona,
por lo que no se puede distinguir el efecto de cada hormona sobre la coloracion en esta
especie. Por el contrario, en el presente estudio los niveles de corticosterona disminuyeron
a lo largo del periodo de experimentacion evidenciando que no posee efectos sobre la
variable analizada. Este fendmeno puede deberse a que las torcazas comunes poseen una
respuesta al estrés atenuada dado su comportamiento oportunista, en el que aprovechan su
interaccion con humanos para obtener comida y refugio (Murton et al., 1974; Bucher y
Ranvaud, 2006; Bucher, 2016).

Ademas, se ha reportado que la corticosterona afecta de manera diferencial segln
el tipo de coloracion. En especies con plumajes caroténicos, como el del pinzén mexicano
(Haemorhous mexicanus), se demostro que, en individuos con concentraciones de
corticosterona elevados al momento de realizarse la muda, presentaban plumas mas rojas
que en aquellos individuos con niveles mas bajos de la hormona (McGraw et al., 2011;
Lendvai et al., 2013). Contrario a esto, en plumajes melanicos como el de las lechuzas de
campanario (Tyto alba), este glucocorticoide afecta negativamente al plumaje, dando como
resultado una coloracion mas opaca y monotona (Roulin et al., 2007). Hasta el momento,
no hay estudios en los que se analicen los efectos de la corticosterona sobre la coloracion

estructural.

Por otro lado, el plumaje de la corona del herrerillo comin (Cyanistes caeruleus),
que se encuentra sometido a una presion de seleccién sexual, aumento su saturacion en el
UV tras un tratamiento con testosterona exdgena (Roberts et al., 2009). Sin embargo, esta
diferencia se mostro en juveniles y en el periodo reproductivo posterior a la colocacion de
implantes y no inmediatamente después de la muda. Los individuos tratados mostraron
ademas de un aumento en su saturacion, un aumento en acicalamiento y testosterona
circundantes en meses posteriores a la colocacion del implante. En nuestro caso, los
ejemplares se trataban en su totalidad de adultos y las muestras fueron tomadas
inmediatamente después de la muda, por lo que no hay registros de lo que pudiera suceder

en una temporada posterior.

Teniendo en cuenta estos antecedentes es que se cree que el aumento estacional de
testosterona observado por Maldonado et al. (2020) en el momento de la muda de la
corona que muestra la torcaza comun, se trata de una coincidencia y no debido a que sea un

elemento regulatorio para su coloracion.
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Sin embargo, més estudios podrian realizarse para conocer si el aumento de
testosterona cambia la coloracion en otras regiones corporales como el pico y las patas, tal
es el caso del gorridn (Passer domesticus) y la ratona australiana de lomo rojo (Malarus
melanocephalus). En ambas especies el oscurecimiento de su pico funciona como una
sefial honesta de su calidad como pareja (Laucht et al., 2010; Karubian et al., 2011). En la
torcaza comun no se evalu6 dicho efecto sobre la coloracion de picos y patas, pero se
supone que la relacion seria laxa ya que la proporcion de los sexos a lo largo de todo el afio
se mantiene cercano al 1:1 (Bucher y Orueta, 1977; Valdez y Benitez-Vieyra, 2023),
permitiendo asi, reducir los comportamientos de agresién y competencia por pareja o sitios

de anidamiento entre individuos.

Lo que se sabe de la interaccion entre la testosterona y rasgos sexuales
secundarios, como la coloracion del plumaje, da cuenta de una interaccion compleja y que
varia tanto con la filogenia, como con los diferentes tipos de coloracion (Owens y Short,
1995; Kimball, 2006). En el grupo de Charadriiformes, es necesaria la presencia de
testosterona para obtener el plumaje colorido y, en su ausencia, se obtiene una muda opaca
y mas similar a la femenina (Wingfield et al., 1980; Groothuis y Meeuwissen, 1992;
Bokony et al. 2008). En Passeriformes, la correlacion entre coloracion estructural y
presencia de testosterona al momento de la muda, no muestran una tendencia general
(Evans et al. 2000; Peters et al., 2006; Roberts et al., 2009; Sieferrman et al., 2013).

La informacién que se obtuvo en este experimento indicaria que los mecanismos de
regulacién de la coloracion de la corona de la torcaza comun, son similares a los de grupos
mas derivados en la filogenia. De esta manera, el grupo de columbiformes se mostraria
como una excepcion de las ramas filogenéticas basales, en donde las hormonas sexuales
actuan como elementos regulatorios (Fig. 5). De ser asi, seria interesante para futuros
estudios, analizar el papel de otras hormonas (como la hormona luteinizante), y estudiar los
mecanismos hereditarios (genéticos) de la coloracion (Kimball, 2006; Price-Waldman y
Stoddard, 2021).

27



/I\ o

Dependiente
de estrégenos

de androgenos

Dependiente E

Dependiente
de LH

Paleognatos

Galliformes

Anseriformes

esesceeceeceeee COlumbiformes

LN N N N N NN

-

——— P aSseriformes
(Corvidae)

Passeriformes

No hormonal

(Passeridae)

Charadriiformes @
L

D\

N
el

v

G

Sy
peid

=

%
=

SAAVOAN

Figura 5: Filogenia de aves y su relacidn con los mecanismos de regulacién hormonal

de coloracion, con incorporacion hipotética de la torcaza comun (Z. auriculata). Se

indican las transiciones entre diferentes mecanismos hormonales. La linea de puntos
denota Unicamente posicion filogenética, sin conclusiones acerca de sus métodos de
regulacién. Tomado y modificado de Kimball (2006).

Efecto sobre velocidad de muda

Ahora bien, los efectos de testosterona sobre la cinética del crecimiento de plumas

son claros en la torcaza comun: el grupo tratado con esta hormona fue capaz de cubrir el

100% del parche casi diez dias antes que el grupo control (ver Fig. 3B). Esto es llamativo,

debido a que hay una gran cantidad de evidencia que indica que este andrdgeno retrasa el

inicio de la muda en diferentes especies, como el estornino pinto (Sturnus vulgaris), el
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chingolo cantor, el pinzon mexicano y el herrerillo comin (Runfeldt y Wingfield, 1985;
Schleussner et al., 1985; Hahn et al., 1992; Stoehr y Hill, 2001; Kurvers et al., 2008); y
hasta impidiendo que se realice la misma, como es el caso del junco ojos negros (Junco

hyemalis; Nolan et al., 1992).

Sin embargo, los resultados de este estudio indican que la testosterona se comporta
de manera similar a la tiroxina, que aumenta la velocidad del crecimiento en plumas
nuevas en cernicalo americano (Hahn et al., 1992; Quinn et al., 2012). Mas estudios seran
necesarios para determinar si la tiroxina tiene los mismos efectos sobre la velocidad de

muda en la torcaza comun.

CONCLUSION

De este estudio, se puede concluir que las hormonas sexuales estradiol y
testosterona, no se encuentran involucradas en los mecanismos de regulacién de la
coloracion del plumaje de la corona de la torcaza comun. Sin embargo, éstas si actlan

regulando la velocidad del crecimiento del plumaje nuevo.
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