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RESUMEN

La préactica masiva del ecoturismo esta teniendo consecuencias importantes sobre los
animales, los cuales perciben a los humanos como potenciales depredadores,
provocando la activacion de la respuesta de estrés fisiologico. Otro factor estresante
para algunos vertebrados es el riesgo de depredacion. En este estudio se cuantificaron
los niveles de metabolitos de corticosterona fecal (MCF) en lagartija carpetana en
respuesta a la presion turistica y al estimulo oloroso de un depredador (culebra lisa
europea, Coronella austriaca). Las muestras fecales analizadas procedian de dos zonas
turisticas del Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama (Madrid). Ademas, se realizo
un experimento con 65 machos para conocer el efecto del riesgo de depredacion sobre la
respuesta de estrés fisioldgico. El tratamiento influyd en el aumento de los niveles de
MCF, siendo significativamente mayores cuando los animales fueron tratados con
corticosterona (control) y no se observd respuesta al olor de culebra. Otro de los
factores que explicd la variacion en los niveles de MCF fue la presion turistica, siendo
éstos mayores en animales procedentes de la zona mas turistica. La lagartija carpetana
parece mostrar una respuesta de estrés inducida por el turismo, siendo estos resultados
de gran ayuda en la gestidn de sus poblaciones. La falta de respuesta fisioldgica al olor
de depredador puede guardar relacion con la concentracion de olor a la que fueron
sometidos los individuos o con el elevado coste de dicha respuesta en comparacion con
el uso de estrategias antidepredatorias basadas en la modificacion de su
comportamiento.

Palabras clave: respuesta de estrés fisiologico, depredacion, MCF, presion turistica,
corticosterona, estrategias antidepredatorias.
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1. INTRODUCCION

El turismo de naturaleza, también conocido como ecoturismo actualmente, se ha
convertido en una practica de moda en la actualidad. La idea de este tipo de turismo
tiene un objetivo claro y sincero: concienciar a la gente empiricamente de que los
ecosistemas enteros, y no sélo las especies emblematicas, deben ser conservadas para
que sea posible la convivencia interespecifica. Y en este caso haciendo referencia no
solo a especies diferentes al hombre, sino que el Homo sapiens, como especie animal
que es, también debe aprender a respetar y coexistir con su medio natural (Amo et al.,
2006, 2007; Pifieiro et al., 2012; Navarro-Castilla et al., 2014b).

En las ultimas décadas el ecoturismo parece haber llegado a todos los rincones
de nuestra sociedad, incrementandose el nimero de personas aparentemente interesadas
en el tema conservacionista (Barja et al., 2007; Pérez-Tris et al., 2004). No obstante, lo
que en un principio se podria tomar como una buena noticia, no lo es tanto cuando se
indaga en el efecto que supone el incremento demografico en las zonas naturales por
motivos de este turismo. La presencia humana no pasa desapercibida para el resto de
seres vivos de un ecosistema y a menudo son considerados como potenciales
depredadores por los animales silvestres de la zona (Amo et al., 2006; Barja et al.,
2007; Pifieiro et al., 2012; Navarro-Castilla & Barja, 2014).

Lo mencionado previamente tiene una serie de repercusiones que afectan a las
poblaciones silvestres, como en el caso de algunos reptiles como los lacértidos: lagartija
roquera (Podarcis muralis), lagartija colilarga (Psammodromus algirus) y lagartija
carpetana (Iberolacerta cyreni) en los cuales se ha estudiado el efecto de la presencia
humana en zonas turisticas donde habitan estas especies y se ha evidenciado que todas
ellas muestran un incremento de comportamientos de respuesta antidepredatoria como
la huida (Pérez-Tris et al., 2004; Amo et al., 2007). Ademéas de haber estudios que
verifican una modificacion del propio comportamiento de huida en estos animales,
como por ejemplo la distancia de escape en zonas mas o menos turisticas (Diego-
Rasilla, 2003a, b), bien es cierto que las actividades antidepredatorias tienen un coste
para el animal a corto y a largo plazo, dandose el caso de individuos de P. muralis e I.
cyreni que han sufrido una pérdida de masa corporal en zonas turisticas (Amo et al.,
2007). El aumento de este tipo de comportamientos y la pérdida de masa corporal
también conllevan una menor inversion energética en respuestas inmunolégicas de estos
animales (Smallridge & Bull, 2000) asi como menos tiempo invertido en
comportamientos de apareamiento y busqueda de alimento (Lima & Dill, 1990; Martin
et al., 2003).

El estrés fisioldgico es una respuesta que se lleva estudiando muchos afios, con
diferentes técnicas segun se realizaban nuevos descubrimientos acerca del mismo. Los
glucocorticoides son las moléculas que se han utilizado principalmente como
indicadores fisioldgicos de estrés en diversos estudios de especies muy diferentes de
vertebrados, tanto mamiferos como reptiles, aves e incluso peces (Mostl & Palme, 2002;
Stewart, 2003).
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Los glucocorticoides se han estudiado hasta ahora en animales via sanguinea,
mediante muestras de plasma de las diferentes especies. A pesar de que es una medida
efectiva y muy aceptada como indicadora de estrés en cualquier especie de vertebrado,
la recoleccidon de las muestras es invasiva, pues requiere la manipulacion del animal y si
el tiempo empleado para la misma es mayor de 3 minutos afecta a los niveles de
glucocorticoides que seran cuantificados en dichas muestras, provocando errores en los
resultados (Broom & Johnson, 1993; Von der Ohe et al., 2004).

Frente a este método clésico ha surgido una nueva técnica de estudio que
consiste en la cuantificacion de los niveles de glucocorticoides a traves de los
metabolitos residuales de las heces del animal. Es un método que presenta la ventaja de
no ser invasivo para el individuo y ademas las muestras de heces son mas faciles de
obtener que la sangre y no hace falta manipular al animal en ningin momento o, si es
estrictamente necesario como en el caso de algunos reptiles y aves, nunca durante tanto
tiempo como en un muestreo sanguineo (Monfort et al., 1998; Mostl & Palme, 2002;
Barja et al., 2007; Barja et al., 2008; Pifeiro et al., 2012; Navarro-Castilla & Barja,
2014; Navarro-Castilla et al., 2014a, b). Este método puede ser utilizado con todos los
vertebrados aunque el analisis no invasivo de muestras fecales fue usado principalmente
en carnivoros: 0sos (Von der Ohe et al., 2004), lobos (Sands & Creel, 2004; Barja et al.,
2008), hienas manchadas (Goymann et al., 1999), martas europeas (Barja et al., 2007) y
gatos monteses (Pifieiro et al., 2012, 2015) entre otros, y también en varias especies de
micromamiferos como el topillo campesino (Microtus arvalis) (Navarro-Castilla et al.,
2014a) y el raton de campo (Apodemus sylvaticus) (Navarro-Castilla & Barja, 2014;
Navarro-Castilla et al., 2014b).

Sin embargo, en la actualidad existen pocos estudios realizados en condiciones
naturales usando heces para cuantificar los niveles de metabolitos de glucocorticoides.
La mayoria de las investigaciones se han realizado con animales mantenidos en
cautividad. Por eso, este trabajo pretende contribuir, en la medida de lo posible, al
avance de estos estudios del estrés provocado por la presion humana en zonas de interés
ecoturistico. En este caso con la especie de lacértido Iberolacerta cyreni que habita en
el puerto de montafia de Navacerrada, en la sierra de Guadarrama, Madrid. Ademas, es
el primer estudio usando técnicas inmunoanaliticas para cuantificar respuesta de estrés
en heces y de los primeros con reptiles.

1.1. Respuesta de estrés fisioldgico

Cuando un animal percibe algun tipo de agente estresante externo se activa la respuesta
de estrés fisioldgico, que consiste en un proceso metabdlico con una serie de efectos
fisioldégicos en cascada que culminan en la secrecion de metabolitos como los
glucocorticoides (Axelrod & Reisine, 1984).

El proceso empieza con un estimulo adverso que provoca la activacion de eje
corticotropo, hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), el cual resulta en dos efectos. Por
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una parte actia sobre la corteza adrenal, que es la encargada de secretar
glucocorticoides, tanto metabolitos de cortisol como de corticosterona, segun la especie;
y por otra parte el HPA activa el sistema simpéatico medular con la liberacion de
catecolaminas (Axelrod & Reisine, 1984; Stewart, 2003).

A corto plazo la secrecion de glucocorticoides se ha relacionado siempre con la
respuesta de los animales a agentes estresantes como una accion beneficiosa para el
propio animal ya que estos glucocorticoides permiten procesos de movilizacion de
energia y cambios de comportamiento en el animal tales como la huida en caso de
depredacion (estrés agudo). Sin embargo, a largo plazo los efectos son muy distintos y
no son beneficiosos para el individuo, es lo que denomina estrés cronico, que se
mantiene en el tiempo. La secrecién de glucocorticoides durante periodos largos de
tiempo puede llegar a desembocar en desajustes hormonales, patologias reproductivas,
debilitamiento del sistema inmunolégico y ulceraciones gastrointestinales entre otros
efectos nocivos para el individuo (Stewart, 2003). Estos efectos a largo plazo reducirian
significativamente tanto el éxito reproductivo como la supervivencia de los individuos,
lo cual, sin duda, reduce la eficiencia bioldgica de la especie (Sapolsky, 1992; Mdstl &
Palme, 2002) (Fig. 1).

——

Percepcion de un
estimulo como amenaza

para la homeostasis SNC
> PERCEPCION COMO FACTOR ESTRESANTE
ORGANIZACION DE LAS DEFENSAS BIOLOGICAS
Respuesta de estrés MODIFICACION DE LAS FUNCIONES BIOLOGICAS

RESPUESTA DEL ESTRES

Consecuencias del estrés ESTADO PREPATOLOGICO 1

DESARROLLO DE LAS PATOLOGIAS

Figura 1. Esquema de las diferentes fases de la respuesta de estrés y consecuencias del
estado prepatoldgico (Moberg, 1999).

1.2. Breve resefia de la lagartija carpetana (Iberolacerta cyreni)

La lagartija carpetana (lberolacerta cyreni Miiller & Hellmich, 1937) es un reptil
perteneciente a la familia Lacertidae, y es miembro de la subfamilia Lacertinae a su vez.
Es la lagartija méas grande del género Iberolacerta en la Peninsula Ibérica (Arnold et al.,
2007). Se ha documentado la existencia de dos subespecies aunque los datos genéticos
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no muestran un resultado tan evidente: Iberolacerta cyreni cyreni en la sierra de
Guadarrama e Iberolacerta cyreni castiliana en la sierra de Gredos (Arribas, 2010).

Su morfologia corporal es similar a sus especies hermanas a simple vista, ya que
tiene un cuerpo robusto con cierto aplanamiento en la zona dorsal tanto de la cabeza
como del torso. No obstante, es caracteristica y facil de identificar por una serie de
caracteres que solo presenta esta especie dentro de su género como el collar liso y la
escama rostral que se encuentra en contacto con la escama frontonasal. La librea dorsal
es parda en hembras y juveniles pero suele ser verde intenso en los individuos machos
adultos y en ambos sexos presenta manchas oscuras mas atenuadas incluso en los
costados del animal. En cuanto a la coloracion ventral, muestra tonos blanguecinos y/o
azulados ademas de carecer siempre de pigmentacion oscura en la zona ventral del
cuello (garganta) (Martin, 2005; Arnold et al., 2007).

Las lagartijas carpetanas juveniles son muy similares a las del resto del género,
mostrando un color general parduzco y la cola contrariamente de tono verdes azulados
muy atenuados (Arnold et al., 2007). El dimorfismo sexual consiste en un tamafio
mayor de la cabeza y cola en los machos adultos asi como la coloracién dorsal verde
mencionada anteriormente, aunque cabe mencionar que también se han encontrado
casos de hembras verdes. Una clara diferencia de los machos son los flancos reticulados
con ocelos azules en contraste con el verde general que presentan (Martin, 2005) (Fig.
2).

K R==r 4 ‘/ 2 : \S}v i “*,‘['_ /?‘?;%
Figura 2. A) Ejemplar macho adulto de Iberolacerta cyreni con el flanco reticulado de color
azul y tonos dorsales mas verdosos. B) Hembra adulta con coloracion dorsal mas parda y sin

reticulado (autor: Arturo Martinez).

e

En cuanto a su etologia son lacértidos diurnos y de actividad bimodal que
mantienen frecuentes luchas por el territorio por parte de los machos en época de
reproduccion y cria (Mas6 & Pijoan, 2011). La actividad reproductiva se ha registrado
desde finales de abril hasta mitad de julio, mientras que la puesta de los huevos se
realiza durante el mes de julio y el nacimiento de las crias se puede observar desde
mediados de agosto hasta mitad de septiembre (Arnold & Ovenden, 2007; Mas6 &
Pijoan, 2011).

Arturo Martinez Querol — Trabajo de Fin de Master en Biodiversidad P&gina 6




Se trata de un endemismo de la
Peninsula Ibérica por lo que su
distribucion  se  encuentra = muy
localizada, cifiéndose Unicamente al
centro de la peninsula y solo en zonas
de alta montafia entre los 1200 y
2600m de altura (sierras de
Guadarrama, Gredos y Béjar) (Pérez-
Mellado, 2002) (Fig. 3). Habita en
zonas alpinas y es tipica de roquedas
en zonas de prados o mosaicos de
prado, pinar montano y arbustos. Se

encuentra en bosques caducifolios, . o
Figura 3. Mapa de distribucion de Iberolacerta

pastizales y, sobre todo, en zonas de . . .
| b b cyreni, endemismo del centro de la Peninsula
matorral  (enebro  rastrero, €20, |hérica (Pérez-Mellado et al., 2009).

piorno, etc.) (Mayer & Arribas, 2003;

Arribas, 2010). A causa de esto es una especie muy escasa y Sus poblaciones se
encuentran en peligro y en regresion segun la UICN debido a la fragmentacion de su
habitat y la pérdida de calidad del mismo. Mientras que en la lista de especies de la
UICN figura con la categoria de “en peligro” (EN, Blab(iii)) (Pérez-Mellado et al.,
2009) en el Libro Rojo de especies protegidas de Espafia s6lo figura como especie
vulnerable (Mas6 & Pijoan, 2011).

%

2. OBJETIVOS Y PREDICCIONES

A. Evaluar el efecto de la presencia de olor de depredador sobre la respuesta de estrés
fisiologico en machos adultos de lagartija carpetana (Iberolacerta cyreni). Se predice
que los niveles de metabolitos de corticosterona fecal aumentaran en los machos cuando
éstos sean sometidos al estimulo oloroso de un depredador como la culebra lisa europea
(Coronella austriaca).

B. Determinar la importancia de la presion humana turistica sobre los niveles de estrés
fisioldgico de los machos adultos de lagartija carpetana. Se predice que los machos que
ocupen zonas del puerto de montafia de Navacerrada (Madrid) mostraran mayores
niveles de metabolitos de corticosterona fecal que aquellos que habiten en zonas con
menor presencia humana.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Zonas de estudio en el campo

El presente estudio se llevd a cabo durante los meses de mayo, junio y julio de 2016, en
dos zonas distintas del Puerto de Navacerrada en la Sierra de Guadarrama, Madrid, a
una altura de 1900-2200 m. A dicha altura el paisaje natural se caracteriza por bloques
de roca granitica intercalados con arbustos como Cytisus oromediterraneus y Juniperus
communis, praderas de Festuca sp. y otras especies, y algunos Pinus sylvestris
dispersos, los cuales conforman el bosque principal a menor altitud en el Puerto (Martin
& Salvador, 1997). Es una zona caracterizada por la presencia de infraestructuras
construidas durante el altimo siglo que marcan el deterioro de muchas areas adyacentes
donde ya no se aprecia la vegetacion mencionada anteriormente ni, por tanto, la fauna
asociada a la misma.

La Sierra de Guadarrama constituye uno de los lugares tradicionales de ocio y
actividades tales como el turismo de naturaleza de los habitantes de la ciudad de Madrid
y, por ello, se trata de un lugar muy transitado por el ser humano y sometido, por tanto,
a una fuerte presion turistica; un hecho que se acrecienta durante los meses de
primavera y verano. De esta forma se estudiaron dos zonas de muestreo con diferente
presion turistica de acuerdo a los objetivos del estudio: un tramo del sendero que parte
del Puerto de Navacerrada y una zona cercana a la pista de ski del Puerto. Asi, se
clasific6 como la zona con menor presion turistica la pista de ski, cerrada al pablico en
esta época, y como zona de mayor turismo el tramo del sendero, frecuentado por turistas
en mayor grado durante estos meses del afio. Excepto por el nivel de presion turistica,
ambas zonas de muestreo presentan condiciones de habitats y climatolédgicas similares.

3.2. Sujetos de estudio e instalaciones

Los experimentos se realizaron en la Estacion Biologica de El Ventorrillo, propiedad
del Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid (MNCN-CSIC), localizada en la
Sierra de Guadarrama entre Cercedillay el Puerto de Navacerrada.

En total se mantuvo un total de 65 lagartijas carpetanas en terrarios individuales
para cumplir con los diferentes objetivos del estudio en las instalaciones de la Estacion,
todos ellos machos y adultos para mayor uniformidad de la muestra total y evitar asi
sesgos debido a la edad y el sexo. Este numero inicial se dividio al azar en tres grupos:
dos grupos con 16 individuos cada uno segun se destinaran a sujetos del experimento de
corticosterona o sujetos expuestos a olor de depredador, y un grupo control constituido
por 33 individuos. A los 33 individuos del grupo control hay que afadir otros 12
individuos que fueron capturados, manipulados y liberados in situ en el campo. Cada
grupo de 16 individuos a su vez se separ0 en subgrupos de 8 segun la zona de
procedencia, es decir, si fueron capturadas en la zona de estudio con mayor exposicion a
presencia humana o la zona donde la exposicion es menor, al igual que los controles que
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también se encuentran diferenciados por zonas de procedencia. Para minimizar la
manipulacion de los individuos y el efecto de la misma sobre el experimento, no se
procedié al marcaje individual de las lagartijas, solo fue identificado cada terrario con el
tratamiento.

Los terrarios se encontraban debidamente habilitados con sustrato de coco,
bebederos y refugios para generar sombra ya que se situaron en el exterior, alejados de
las infraestructuras para mantener las distancias con los seres humanos y evitar el
troquelamiento de las lagartijas silvestres (Fig. 4). Ademas, de esta forma reciben luz
solar directa y natural en vez de utilizar lamparas de luz ultravioleta artificial. Se
cubrieron los terrarios con rejas y sujeciones para las mismas con el fin de evitar el
ataque de depredadores como arrendajos o gatos asilvestrados que pudieran atacar a las
lagartijas carpetanas en los terrarios.

Figura 4. Terrarios de las lagartijas
carpetanas  sometidas a  diferentes
tratamientos durante el experimento: olor de
culebra, corticosterona y controles (autor:
Arturo Martinez).

Para el experimento del olor de depredador se tuvo que capturar algun ejemplar
de alguno de ellos para poder llevar a cabo el mismo. El depredador méas accesible y
directo de esta especie en la zona de estudio es la culebra lisa europea (Coronella
austriaca) (Fig. 5) que es una culebra saur6faga especializada en depredar sobre
lagartijas (Amo et al., 2004). Se capturaron dos ejemplares silvestres en la misma zona
del Puerto de Navacerrada de donde procedian las lagartijas. Las culebras se dispusieron
en dos terrarios debidamente habilitados con sustrato de coco y bebederos. Tanto en los
terrarios de las lagartijas como en los de las culebras el agua de los bebederos se reponia

Arturo Martinez Querol — Trabajo de Fin de Master en Biodiversidad P&gina 9




diariamente y las lagartijas eran alimentadas con grillos vivos cada dos dias mientras
que las culebras se mantenian por méas tiempo con lagartijas u otras presas muertas.

Figura 5. Ejemplar de culebra lisa europea
(Coronella austriaca) mantenido en cautividad
durante el experimento (autor: Arturo Martinez).

Una vez finalizado el experimento, para no influir previamente en los niveles de
estrés fisiologico de los individuos, se tomaron medidas de longitud corporal desde el
hocico hasta la cloaca (SVL) usando una regla metalica (precision + 1 mm), ademas se
registré el peso de cada individuo usando una balanza digital (x 0,01 g), ya que hay
cierta variacién aunque todos los individuos sean machos adultos y esto podria influir
en los resultados obtenidos.

3.3. Disefio experimental

El disefio experimental comprende tres grupos de individuos objeto de estudio. 1) Uno
de ejemplares de lagartija carpetana sometidos a un tratamiento de corticosterona
directamente, 2) otro con individuos sometidos a un tratamiento de olor de C. austriaca,
con el objetivo de observar la respuesta fisioldgica de estrés ante la potencial presencia
de un depredador; y por ultimo, 3) el grupo control que sirve de comparativa con los
anteriores grupos ya que representan la respuesta natural de estrés de las lagartijas
silvestres en su medio y en la situacion experimental.

El procedimiento experimental de la corticosterona consistio en aplicar a las lagartijas
una dosis cada dos dias de disolucion de corticosterona durante diez dias, suficiente para
activar la respuesta de estrés fisiologica como han puesto de manifiesto otros estudios
(Meylan et al., 2003; Meylan et al., 2010; Cote et al., 2010). La disolucion de
corticosterona tenia una concentracién de 3 pg de corticosterona por pl de aceite (Fig.
6). De esta forma, mediante una pipeta calibrada se vertieron 4,5 pl de la disolucién de
corticosterona (=13 pg de corticosterona) sobre el dorso del animal cada dos dias
durante el experimento, ya que la hormona disuelta puede absorberse por el tegumento
(Meylan et al., 2003; Cote et al., 2010).

Arturo Martinez Querol — Trabajo de Fin de Master en Biodiversidad Pagina 10



El otro tratamiento, el de olor de culebra, siguid
una pauta similar y se sometieron a los individuos a una
fuente de olor de un depredador de la especie durante diez
dias de tratamiento. Para distribuir el olor de la serpiente
de forma efectiva, cada dos dias se renovaba el sustrato
de los terrarios de las serpientes y el sustrato impregnado
de odorantes se distribuia por los terrarios de las lagartijas
del experimento, lo cual simularia la presencia de una
culebra en el terrario y podria activar la respuesta de
estrés fisioldgica, tal y como se ha demostrado en otros
estudios sobre la capacidad de las lagartijas de detectar el
olor de la culebra mediante su sistema quimiosensorial y
de modificar su comportamiento antidepredador en base

al olor (Martin & Lépez, 1999; Amo et al., 2004). Figura 6. Disolucién de 3
Mg de corticosterona por pl

En total se pretendia recoger un nimero parecido  de aceite utilizada en el
de muestras de fecas de cada grupo por lo que de los  experimento (autor: Arturo
sujetos de corticosterona y del olor de depredador se  Martinez).
recogieron tres muestras de cada uno al final del
tratamiento mientras que de los controles una muestra por animal para mayor diversidad
y dado el gran namero de individuos disponibles. En total se recolectaron 48 muestras
de cada grupo experimental y 33 muestras control mas 12 obtenidas en el campo, lo que
supone un total de 141 muestras fecales de machos adultos de lagartija carpetana. Todas
las muestras fueron transportadas hasta el laboratorio de Etologia de la Universidad
Auténoma de Madrid para la cuantificacion de los niveles de metabolitos de
corticosterona fecal en el laboratorio.

3.4. Captura de ejemplares y recogida de muestras fecales

Para poder recoger las muestras de fecas de lagartijas silvestres en campo se realizaron
varias salidas en distintos puntos del puerto de montafia de Navacerrada. El proceso
consistio en atrapar las lagartijas, obtener la muestra y liberarlas inmediatamente en el
mismo sitio de captura para manipularlas lo menos posible. La busqueda de los
animales se realizo en las horas de mayor incidencia del sol (por la mafiana) y por tanto
la captura es mucho mas sencilla ya que los animales no estan activos del todo a esa
hora del dia.

Para capturar las lagartijas se utilizaba una cafia extensible especializada con un
hilo o cuerda de algodon para no dafiar al animal pero con la fuerza suficiente para
poder capturarla. El hilo forma un lazo en el extremo de la cafia para poder pasar la
cabeza de la lagartija y atraparla a la altura del cuello. Una vez capturada se procedia a
manipular al animal (Fig. 7), un proceso que no duraba mucho tiempo (1 min a lo sumo)
debido a que las lagartijas usualmente defecan como respuesta a la captura por un
potencial depredador (Pérez-Mellado, 2002; Pérez-Tris et al., 2004). En caso de que no
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ocurriera esta reaccion por parte de la lagartija, se presionaba levemente entre el vientre
y la cloaca y el animal defecaba igualmente. Las lagartijas que se utilizaron para el
experimento (grupos de corticosterona, olor de culebra y control) se capturaron de esta
formay se trasladaron a la Estacion de El Ventorrillo.

El procedimiento de recogida de muestras es
el mismo tanto en la Estacion como en el campo.
En el momento de la excrecion las muestras de
fecas se introducen directamente en tubos
eppendorf  debidamente  etiquetados para
trasladarlas al lugar de conservacion de las mismas.
Se etiquetaron segun el individuo y la zona de
procedencia tal y como se indica en el siguiente
ejemplo: 1Corll (1: zona de procedencia del
individuo (siendo 1 la més turistica y 2 la menos
turistica); Cor: tratamiento de corticosterona; 1:
namero del individuo; I: nidmero de muestra del
individuo). De igual forma se etiquetaron
correlativamente las muestras de los grupos de olor
Figura 7. Captura y manejo de @ Serpiente y control.
un  ejemplar silvestre  de
Iberolacerta  cyreni  (autor:
Arturo Martinez).

El transporte de las muestras, tanto a la
Estacion como posteriormente al laboratorio de la
Universidad, siempre se realizaba con una nevera
con hielos, manteniendo la cadena de frio hasta su analisis ya que la temperatura parece
afectar a los niveles de glucocorticoides (Touma et al., 2004; Navarro-Castilla et al.,
2014a, b).

3.5. Extraccion y cuantificacion de glucocorticoides fecales: metabolitos de
corticosterona

El anélisis de las muestras fecales obtenidas se llevé a cabo en el laboratorio de Etologia
(Departamento Biologia, Unidad Zoologia, Universidad Auténoma de Madrid;
investigadora responsable: Dra. Isabel Barja). Las muestras fueron conservadas hasta su
andlisis a -20°C.

Para determinar las concentraciones de metabolitos de corticosterona en las
muestras fecales de lagartijas se procedidé a la extraccion de la hormona diana, la
corticosterona. Para la extraccion de la hormona, las muestras fecales congeladas fueron
secadas en una estufa a 90°C durante 2-3h (Fig. 8A). Una vez secas se pesaron 0,05 g de
cada muestra (Fig. 8B) y se les afiadieron 500 ul de buffer fosfato y 500 ul metanol en
un tubo eppendorf. Los tubos fueron agitados mediante un agitador vlrtex para
posteriormente trasladarlos a un agitador orbital, donde pasaron 16 h, con el fin de
homogeneizar la muestra y los quimicos. Para finalizar la extraccion se centrifugé el
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extracto resultado del agitador orbital a 2500 rpm durante 15 min (Fig. 8C) vy el
sobrenadante se paso a tubos de poliuretano, aptos para la conservacion de hormonas,
los cuales fueron mantenidos a -20°C hasta su cuantificacion.

°
L) ‘.ﬁ«c

§

Figura 8. A) Proceso de secado de las
muestras mediante estufa a 90°C. B)
Pesado de las muestras secas mediante el
uso de una balanza de precision. C)
Centrifugado de las muestras a 2500 rpm
(autor: Arturo Martinez).

La cuantificacion de metabolitos de corticosterona en los extractos fecales (Fig.
9A) se realiz6 mediante enzimo inmunoensayo de competicién (EIA) con la técnica
ELISA usando kits comerciales (DEMEDITEC Diagnostics GmbH, D-24145 Kiel,
Germany) (Fig. 9B) adquiridos para la hormona corticosterona. La valoracion de la
concentracion de cada hormona en las muestras fecales se hizo en un
espectrofotocolorimetro (Microplate Reader, MR 600, Dynatech Product) (Fig. 9C). Las
concentraciones de hormonas fueron expresadas en ng/g excremento seco.

Esta técnica fue validada para la hormona diana en la especie objeto de estudio.
La validacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Etologia donde se realizaron los
andlisis hormonales del presente estudio. Los pardmetros de validacion determinados
para conocer la exactitud del método fueron la recuperacion y el paralelismo. El
porcentaje de recuperacion de la hormona estuvo por encima del 90% en las muestras,
por tanto, los extractos no contenian sustancias que interfirieran con la cuantificacion.
Los ensayos del paralelismo indicaron que las curvas realizadas eran paralelas a las
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curvas estandar (p > 0,05). De este modo, queda verificada la validez del método para
cuantificar la hormona diana en la lagartija carpetana.

Figura 9. A) Extractos resultados de la centrifugacion. B) Procedimiento del enzimo
inmunoensayo de competicion (EIA). C) Valoracion de las muestras finales mediante
espectrofotocolorimetro (autor: Arturo Martinez).

3.6. Analisis estadistico de los datos

Para comprobar si la variable cuantitativa “nivel de metabolitos de corticosterona fecal
(ng/g)” se ajustaba a una distribucion normal se realizo el test de Kolmogorov-Smirnov
y la homogeneidad de varianzas se comprobd mediante el test de Levene. Para cumplir
con los supuestos de normalidad y homogeneidad esta variable fue transformada con el
logaritmo en base 10.

Se realizaron los analisis estadisticos de correlacion de Pearson para comprender
las posibles interrelaciones entre las variables cuantitativas (peso, longitud cabeza-
cloaca y niveles de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g)).

Los niveles de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g) en la lagartija carpetana
fueron analizados mediante un Modelo Lineal General (MLG) usando como factores
fijos la perturbacion humana (zona mas turistica / zona menos turistica) y el tratamiento
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(corticosterona / serpiente / control), peso (g) y longitud (cm). Ademas, se llevé a cabo
un analisis “post hoc” con los factores que influyeron significativamente en la variacion
en los niveles de metabolitos de corticosterona fecal para conocer entre qué categorias
de las variables eran las diferencias.

Se realizaron test de ANOVA para evaluar el efecto de las variables
localizacion (recogida de la muestra en la Estacion del Ventorrillo/campo) e individuo
sobre los niveles de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g).

El nivel de significacion usado para rechazar la hipotesis nula fue p < 0,05 y el
software utilizado para llevar a cabo los analisis estadisticos fue el SPSS 25.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, U.S.A)).

4. RESULTADOS

En relacion con la procedencia de las muestras fecales, se encontraron diferencias
significativas en los niveles de metabolitos de corticosterona, siendo éstos menores en
las muestras fecales de machos adultos recolectadas en el campo (3,52 = 0,24 ng/g
excremento seco) que en las procedentes de animales mantenidos en cautividad (4,53 +
0,12 ng/g) (ANOVA: F =6,63; gl = 1; p = 0,011; N = 136) (Fig. 10).

5,00

4,50

4,00 I

(ng/g)

3,50

Metabolitos de corticosterona

3,00

T T
Ventorrillo Campo

Localizacién de las lagartijas

Figura 10. Niveles medios de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g) (£ SE) en funcién
de la procedencia de las muestras fecales de machos adultos de lagartija carpetana.
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También se encontraron diferencias significativas en los niveles de metabolitos
de corticosterona fecal en funcién del individuo (Fig. 11) (ANOVA: F=2,29; gl =74; p
=0,001; N = 136).

En cuanto al anélisis de correlacion de Pearson de las diferentes variables solo se
observd que hay una correlacion entre el peso y la longitud cabeza-cloaca (Fig. 12)
(Pearson: r =0,817; p = 0,0001; N = 124). Sin embargo, las variables peso (Pearson: r =
0,12; p = 0,898; N = 124) y longitud cabeza-cloaca (Pearson: r = -0,47; p = 0,609; N =
124) no estaban correlacionadas con los “niveles de metabolitos de corticosterona fecal”
(Figs. 13y 14).
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Figura 11. Niveles medios de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g) (x SE) en
funcion del individuo macho adulto de lagartija carpetana capturado.
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Figura 12. Correlacién entre las variables cuantitativas peso y longitud cabeza-cloaca
de los machos adultos de lagartija carpetana capturados en el estudio.
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Figura 13. Correlacion entre las variables cuantitativas niveles de metabolitos de
corticosterona fecal (ng/g) y peso (g) de los machos adultos de lagartija carpetana.
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Figura 14. Correlacion entre las variables cuantitativas niveles de metabolitos de
corticosterona fecal (ng/g) y longitud cabeza-cloaca de los machos adultos de lagartija
carpetana capturados durante el estudio.

El Modelo Lineal General (MLG) indico que el factor que influyd en los niveles
de metabolitos de corticosterona fecal de los sujetos del experimento fue el tratamiento
(Tabla 1), siendo las lagartijas sometidas a la impregnacion de corticosterona las que
mostraron niveles de metabolitos de glucocorticoides fecales significativamente
mayores (5,59 = 0,14 ng/g) que los individuos control (4,03 + 0,18 ng/g) y los
sometidos al olor de depredador (3,71 £ 0,14 ng/g) (Fig. 15).

Tambien la variable perturbacion resulté marginalmente significativa (Tabla 1)
tendiendo a mostrar mayores niveles de metabolitos de corticosterona fecal los machos
procedentes de la zona mas turistica que los de la zona con menor turismo (4,49 + 0,16
vs 4,38 £ 0,16 ng/g) (Fig. 16). Los factores peso y longitud no influyeron en la variacién
de los niveles de metabolitos de corticosterona fecal (Tabla 1).

La interaccion entre los factores tratamiento*perturbacion tampoco mostro
ninguna influencia en los niveles de metabolitos de corticosterona fecal de los
individuos (Tabla 1).

Arturo Martinez Querol — Trabajo de Fin de Master en Biodiversidad Péagina 18



Factores F gl p
Tratamiento 38,52 2 0,0001
Perturbacion 3,67 1 0,058

Peso 0,96 1 0,329

Longitud 1,83 1 0,179

Tratamiento*perturbacion 0,66 2 0,520

Tabla 1. Resultados del Modelo Lineal General (MLG) en el cual se analizo la influencia de
los factores tratamiento, perturbacién humana del habitat del que procedian las lagartijas, peso,
longitud cabeza-cloaca y la interaccion entre el tratamiento y la perturbacion.
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Figura 15. Niveles medios de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g) (= SE) de los
machos adultos de lagartija carpetana en funcion del tratamiento experimental.
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Figura 16. Niveles medios de metabolitos de corticosterona fecal (ng/g) (£ SE) de las
lagartijas en funcion del nivel de turismo del habitat donde fueron capturadas.

Como el MLG mostré que la variable tratamiento influia en la variacion
encontrada en los niveles de metabolitos de corticosterona fecal de los machos adultos
de lagartija carpetana, se realiz6 un andlisis post hoc para conocer entre qué categorias
de la variable habia diferencias significativas.

De esta forma, el resultado del anélisis (HSD de Tukey) mostrd diferencias
significativas entre el tratamiento de corticosterona y los otros dos tratamientos: olor de
serpiente y control (Tabla 2). Sin embargo, no habia diferencias estadisticamente
significativas entre el tratamiento con olor de serpiente y el control (Tabla 2), siendo los
niveles de metabolitos de corticosterona fecal similares en los individuos de ambos
grupos experimentales (Fig. 15).

. . IC (95%)
: Diferencia _ _
inferior superior
Corticosterona x Serpiente 1,88 0,0001 1,37 2,40
Corticosterona x Control 1,57 0,0001 1,04 2,08
Serpiente x Control -0,32 0,315 -0,83 0,20

Tabla 2. Resultados del anélisis post hoc (HSD de Tukey) realizado en la variable tratamiento
gue muestra las diferencias significativas entre los distintos grupos dentro de la variable.
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5. DISCUSION

El medio natural en el que se encuentran los animales asi como los potenciales factores
adversos del mismo pueden provocar cambios fisioldgicos en las poblaciones naturales
como la activacion de la respuesta de estrés fisioldgico (Wingfield et al., 1997;
Smallridge & Bull, 2000). El presente trabajo trata de mostrar que los niveles de
corticosterona varian en gran medida dentro de la propia especie seguin los diferentes
factores ambientales de cada individuo.

En los animales silvestres la presion depredadora es uno de los estimulos
externos mas estresantes y los animales estan en constante gasto energético debido a las
respuestas antidepredatorias que realizan para eludir el ser cazados (Lima & Dill, 1990;
Wingfield et al., 1997). Esto ha sido puesto de manifiesto principalmente en mamiferos
(Boonstra et al., 1998; Eilam et al., 1999; Barja et al., 2007, 2008). Sin embargo,
también existen algunos estudios sobre los efectos del estrés fisioldgico y el gasto
energético de la actividad antidepredatoria en reptiles (Pérez-Tris et al., 2004; Amo et
al., 2007).

Segun el analisis de las variables, la localizacion influyé de forma significativa
en los niveles de metabolitos de corticosterona fecal en los individuos. La localizacion
hace referencia al lugar de recoleccion de las muestras, es decir, si se recogieron de
lagartijas directamente del campo en las salidas al puerto de Navacerrada o si fueron
obtenidas las muestras de los individuos que fueron capturados y mantenidos en la base
bioldgica del Ventorrillo. Asi, las muestras fecales recolectadas en el campo mostraron
mayores niveles de metabolitos de corticosterona fecal que las procedentes de
individuos mantenidos en el Ventorrillo. Esto demuestra que aparentemente el estrés
provocado por la presion depredatoria en el medio natural activa en menor medida la
respuesta de estrés fisiologica en el individuo que el hecho de encontrarse en cautividad,
lo cual supone un cambio drastico de su modo de vida, sumado al hecho de que en los
dias de recogida de muestras tras el tratamiento al ir a manipularlas también se
activarian en cierto modo respuestas antidepredatorias frente a la persona (Amo et al.,
2006; Barja et al., 2007, Pifieiro et al., 2012).

A excepcion de la variacion de los niveles de metabolitos de corticosterona fecal
en funcién de cada individuo, no se ha podido registrar estadisticamente ninguna otra
variacion significativa con otras variables tales como peso o longitud del individuo.
Esto puede deberse al tamafio de muestra, quiza con un mayor nimero de individuos y
muestras podria determinarse si varian los niveles de corticosterona en funcion de la
talla o el peso del individuo. No obstante cabe decir que en este estudio se han utilizado
individuos machos y adultos Unicamente precisamente para reducir el ndmero de
variables del estudio que pudieran interferir en el objetivo. Estudios previos indicaron
que los individuos juveniles poseen mayores niveles de metabolitos de corticosterona
que los adultos en lagartijas (Moore et al., 1991; DeNardo & Licht, 1993), del mismo
modo, también se encontraron diferencias en la respuesta de estres en funcion del sexo,
siendo ésta mayor en machos que en hembras (Amo et al., 2006, 2007). No obstante, la
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influencia del sexo sobre la respuesta de estrés apenas se ha estudiado en reptiles, pero
existen varios estudios sobre este aspecto en mamiferos (Touma et al., 2003, 2004;
Navarro-Castilla & Barja, 2014; Navarro-Castilla et al., 20144, b).

La Unica correlacion significativa obtenida en el estudio ha sido entre el peso y
la longitud de los individuos, y ninguna de éstas con los niveles de metabolitos de
corticosterona fecal de los animales. Como se ha mencionado anteriormente puede
haber sido influyente en este ambito el tamafio de la muestra con lo que un nimero
mayor de individuos aclararia si hay o no una verdadera correlacion entre nivel de
metabolitos de corticosterona fecal y otros factores potencialmente influyentes como
pueden ser el estatus social, el habitat, la salud del individuo, etc.

En el Modelo Lineal General (MLG) se incluyeron factores como el tratamiento,
la perturbacion (turistica), el peso, la longitud cabeza-cloaca y la interaccion
tratamiento*perturbacion para comprobar como afectan dentro de los individuos
machos adultos de Iberolacerta cyreni a sus niveles de metabolitos de corticosterona
fecal. Como resultado del modelo se comprob6 que los sujetos mostraban mucha
variacion en los niveles de corticosterona dependiendo del tratamiento al que fueron
sometidos, sobre todo el grupo experimental sometido a la corticosterona durante los
diez dias de tratamiento constante. Aunque el tratamiento es el Gnico factor que mostro
una variacién significativa, ha sido remarcado en el trabajo el factor perturbacion
humana del medio del que procedian los ejemplares de lagartija. Este factor se
encuentra en el limite de mostrar diferencias estadisticas significativas en relacion al
nivel de metabolitos de corticosterona fecal y es uno de los temas mas importantes a
discutir ya que en este caso estos resultados son igualmente relevantes. Por este motivo
en este trabajo se hace referencia al factor perturbacion como marginalmente
significativo ya que se puede observar una tendencia a mostrar mayores niveles de
metabolitos de corticosterona fecal en las lagartijas provenientes de la zona mas turistica
del estudio que en las capturadas en la zona con menos presencia turistica. Ademas, a
pesar de ser un resultado marginalmente significativo, se corrobora y estd de acuerdo
con estudios anteriores sobre los efectos del estrés sobre el comportamiento en lagartijas
provocado por la presencia humana en su habitat natural (Martin et al., 2003; Pérez-Tris
et al., 2004; Amo et al., 2007) lo cual aumenta el nimero de comportamientos de
respuesta antidepredatoria al considerar al ser humano como un potencial depredador.
Esta respuesta etologica se ha estudiado no solo en reptiles sino también en mamiferos
por numerosos autores (Eilam et al., 1999; Touma et al., 2003, 2004).

En los demas factores incluidos en el modelo no se apreciaron diferencias
significativas por lo que no se pudo demostrar su relacion con los niveles de metabolitos
de corticosterona fecal. Ni siquiera la interaccion entre el tratamiento que recibieron las
lagartijas y el nivel de perturbacion humana del lugar de procedencia fue significativo
en relacion a los niveles de metabolitos de corticosterona fecal de los individuos.

El tratamiento fue el Unico factor que se encontro relacionado significativamente
con los niveles de metabolitos de corticosterona fecal de las lagartijas. No obstante se
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puede observar que dicho nivel es mucho mayor en los animales objetos de la
corticosterona que en los que fueron tratados con olor de serpiente y los controles. Con
el fin de aclarar las relaciones entre los grupos del tratamiento y explicar los resultados
obtenidos se realizé un andlisis post hoc de la variable tratamiento en el Modelo Lineal
General (MLG). Mediante este andlisis quedan definidas completamente las diferencias
entre los diferentes grupos de tratamiento. De este modo el grupo de corticosterona
presenta diferencias significativas con los grupos de olor a serpiente y control, mientras
que entre el grupo control y el grupo sometido a olor de culebra no hay ninguna
diferencia significativa aparente, es decir, los individuos muestran niveles de
metabolitos de corticosterona fecal similares.

Las diferencias en los niveles de corticosterona fecal en cuanto al grupo mas
significativo es coherente con estudios previos en los que tratamientos directos con
glucocorticoides inducen la respuesta de estrés fisioldgica a niveles elevados en
vertebrados (Martin & Ldpez, 1999; Eilam et al., 1999). Cabe esperar que al someter a
un animal a un fuerte estimulo adverso como es el olor de un depredador la respuesta de
estrés fisioldgica se dispare, y asi ocurre en la naturaleza. A pesar de que el tratamiento
de olor se realizd durante diez dias para cumplir el mismo tiempo que el de
corticosterona, los niveles de metabolitos de corticosterona de los individuos no
aumentaron. Esto puede deberse a dos causas metodoldgicas posibles, o bien el tiempo
de tratamiento fue insuficiente para provocar la respuesta de estrés fisioldgica a largo
plazo; o bien la concentracion del odorante no fue suficiente, siendo necesaria una
mayor cantidad de sustrato impregnado de olor de serpiente para activar la respuesta de
estrés. Esto tiene sentido considerando que, en su medio natural, las lagartijas se
encuentran en constante desplazamiento y, por tanto, en contacto con potenciales
depredadores cuyos estimulos provocarian respuesta de estrés fisiologica que derivan en
comportamientos antidepredatorios costosos como la huida constante de sus enemigos
(Lima & Dill, 1990; Martin et al., 2003: Amo et al., 2006, 2007; Navarro-Castilla &
Barja, 2014). El comportamiento de huida no era necesario para las lagartijas del
experimento en cautividad, lo cual puede ser el factor clave en la respuesta de estrés
fisiologica antidepredatoria, a pesar de los olores de serpiente a los que fueran
sometidas.

Aparte de las causas metodoldgicas, se contempla también una causa ecoldgica
para los resultados del tratamiento de olor de culebra, y es precisamente la diferencia
entre el estrés agudo y el estrés cronico en las presas de los depredadores. Si bien es
cierto que los estimulos adversos de potenciales depredadores disparan procesos de
respuesta antidepredatoria costosos, precisamente por ello no se pueden mantener en el
tiempo por la propia supervivencia del animal (Lima & Dill, 1990; Smallridge & Bull,
2000; Martin et al., 2003; Navarro-Castilla et al., 2014a, b). El primer encuentro con el
depredador dispararia la respuesta de estrés fisioldgico pero seria una situacién de estrés
agudo, poco persistente en el tiempo, por lo que los siguientes encuentros no
provocarian una respuesta tan costosa. Si la respuesta de estrés fisiologica primera
persistiese en el tiempo, entonces se darian casos de estrés crénico en los individuos que
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podria derivar en problemas y desajustes fisioldgicos y reproductivos que pondrian en
peligro su supervivencia (Sapolsky, 1992; Mostl & Palme, 2002; Stewart, 2003).

Esto es a lo que puede deberse el resultado del tratamiento de olor de culebra en
las lagartijas carpetanas, un estimulo persistente en el tiempo durante los 10 dias del
tratamiento que provoca al inicio una situacion de estrés agudo pero que no influye a
largo plazo por lo que al recoger las muestras los dias sucesivos al tratamiento es como
si el grupo sujeto fuera grupo control también, a efectos de los niveles de metabolitos de
corticosterona fecales.

6. CONCLUSIONES

Hay una variacion significativa en los niveles de metabolitos de corticosterona fecal en
funcion del tratamiento al que fueron sometidas las lagartijas. Asi, las lagartijas sujeto
del experimento de corticosterona mostraron niveles de estrés fisiologico més elevados
en relacién a los niveles medios analizados de las lagartijas control y de las lagartijas
sometidas a olor de depredador. No obstante uno de los objetivos del presente estudio
era conocer la respuesta de estrés fisioldgica de la lagartija carpetana inducida por el
estimulo del olor de un depredador natural como la culebra lisa europea (Coronella
austriaca), y esto no se ha podido evidenciar posiblemente debido a varios factores que
deben ser objeto de futuros estudios: la concentracion de odorante de la culebra y el
tiempo del tratamiento. A pesar de ello son datos valiosos que dardn pie a trabajos
futuros sobre niveles de estrés en animales silvestres y de base metodoldgica para
proceder en caso de estudios posteriores sobre niveles de metabolitos de
glucocorticoides en Iberolacerta cyreni (y otras especies de lagartijas) bajo la presion de
un depredador natural y en relacion con otros agentes estresantes. Por ello se invita a
realizar estudios similares, utilizando mayores concentraciones de odorantes de culebra,
para comprobar como afecta el estimulo de un depredador a la respuesta de estrés
fisioldgica del animal.

El otro &mbito de la respuesta de estrés fisiologica a estudiar era la percepcion
del ser humano como potencial depredador por parte de las lagartijas silvestres. De esta
forma se queria conocer como afecta la perturbacion humana a la lagartija carpetana,
una especie endémica y amenazada, que habita en el Puerto de Navacerrada. Los
resultados resultaron ser marginalmente significativos pero aun asi se puede observar un
mayor nivel de metabolitos de corticosterona fecal en los individuos que proceden de
una zona mas turistica que en las lagartijas procedentes de la zona menos frecuentada
por el ser humano. De nuevo estos datos poseen valor en vistas a estudios futuros sobre
la gestidn del turismo en el Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama en las zonas de
distribucion de la especie y de mayor presion turistica. Sin embargo, son necesarios
trabajos similares para evidenciar empirica y completamente que la perturbacién
humana provocada por el ecoturismo masivo actual es un factor de estrés para la
lagartija carpetana en el area de estudio, lo cual puede llegar a afectar a su fitness
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bioldgico como especie. Seria de gran interés realizar investigaciones para conocer el
efecto del turismo a largo plazo sobre la respuesta de estrés fisioldgico y conocer si
estamos ante una respuesta adaptativa o éste esta afectando a la eficacia biologica de la
especie.

Ademas, sefialar que conviene analizar la respuesta comportamental de la
especie a la par que la respuesta fisiologica, ya que los animales pueden usar una
estrategia u otra, 0 ambas cuando el riesgo es muy inminente. Por ultimo, indicar que
este tipo de estudios ayudara a la gestion de la especie y, sin duda, a su conservacion y a
la de otras muchas que ocupen hébitats donde la perturbacion humana es elevada.
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