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ABSTRACT. Glucocorticoid measurement, as a stress indicator, during the
translocation of a group of mantled howlers Alouatta palliate (Gray, 1849).
Translocations involve a number of stressors that may threat the biological function
of wildlife. The aim of the present study was to assess changes occurring in the
stress levels of a group of free-ranging mantled howlers Alouatta palliata (Gray,
1849) during its translocation. For this assessment, fecal glucocorticoid
concentrations (GCs) were used as a stress indicator. The group lived in an isolated
forest fragment that was about to be destroyed. After being captured, individuals
(two males and two females) went through a stage of captivity and semi-captivity
and were finally released in a conserved and protected habitat. The results showed
that living in captivity and semi-captivity induces higher stress levels than living in
liberty (WS = 177; p < 0.01), and that the animals were more stressed in their
original habitat than in the forest where they were released (WS = 54.5; p <0.01). In
conclusion, although translocation leads individuals to a state of acute stress (during
captivity), it did not result in chronic stress, as GC levels dropped quickly after
release. This kind of studies allow evaluating the success of translocating animals
that live in highly disturbed habitats were they face stressful conditions, and also to
demonstrate that stress may decrease when animals are moved to environments of
higher quality.
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RESUMEN. Un proceso de translocacion incluye una serie de estresores que
pueden amenazar la funcién bioldgica normal de los animales silvestres. El objetivo
de este estudio fue evaluar cambios en los niveles de estrés de un grupo de monos
aulladores Alouatta palliata (Gray, 1849) durante su translocacion. En este sentido,
se midieron las concentraciones de glucocorticoides (GCs) como indicadores de
estrés en muestras fecales. Este grupo habitaba un fragmento aislado que iba a
desaparecer. Después de capturados, los individuos del grupo (dos machos y dos
hembras adultos) pasaron por una etapa de cautiverio estricto y semicautiverio y
fueron entonces liberados en un habitat conservado y protegido. Los resultados
muestran que los ambientes de cautiverio generan mayor estrés que los ambientes
naturales (WS=177; p < 0,01), y que en el fragmento de origen, los animales
estuvieron mas estresados que en el habitat conservado en donde fueron liberados
(WS= 54.5; p < 0,01). Se concluye que, aunque el proceso de translocacion generd
estrés agudo durante las etapas de cautiverio, no gener6 estrés crénico en los
individuos, ya que los niveles de GC bajaron rapidamente después de la liberacién.
Con este tipo de estudio podemos evaluar el éxito de las translocaciones de animales
que subsisten en habitat criticos y por ende en condiciones que generan estrés, y
comprobar que el estrés puede disminuir rapidamente cuando las condiciones
ambientales mejoran.

Palabras clave: corticosterona, Alouatta palliata, México

deducir estrés en fauna silvestre, y
provee informacion Gtil para el
monitoreo de poblaciones silvestres en
riesgo de extincién (WASSER et al.

Introduccién

El estrés es un conjunto de reacciones

fisiolégicas moduladas por la liberacion
de hormonas glucocorticoides (GCs),
desencadenadas por agentes nocivos
I[lamados estresores (SEYLE 1936,
SAPOLSKY 2001). La liberacién de estas
hormonas a corto plazo ayuda al
individuo a enfrentar un evento
estresante (KooLHAAs et al. 1999,
KORTE et al. 2005), pero a largo plazo
puede tener consecuencias
potencialmente negativas para su salud
(SApoLsky et al. 2000, SAPOLSKY
2001). La medicion de los GCs
extraidos a partir de muestras fecales es
una técnica no invasiva usada para

2000, CoCKREM 2005).

La translocacion y la reintroduccién son
técnicas conservacionistas que permiten
repoblar areas en donde una especie ha
desaparecido. En  términos  de
conservacion, algunos objetivos para
considerar exitosa a una translocacion
son: (1) la supervivencia de los animales
después de la liberacion, (2) el
establecimiento de los animales en la
zona de liberacion y (3) la reproduccion
con éxito en el area de liberacion (IUCN
1998). Sin embargo, la captura, manejo,
transporte, cautiverio y liberacién de los
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animales en un ambiente desconocido
pueden representar estresores que
amenazan con alterar el equilibrio
dindmico de los individuos. Por
ejemplo, algunos estudios con animales
silvestres (e.g. TURNER et al. 2002)
reportan altas concentraciones de GCs
asociadas a estrés durante la
translocacion. Los animales que
manifiestan estrés durante un proceso de
translocacion pueden ser victimas de
enfermedades infecciosas (DAVIDSON &
NETTLES 1992). Asi, el monitoreo de
GCs como medida de estrés puede ser
importante para asegurar el éxito de las
translocaciones.

El objetivo de este estudio fue
determinar la variacion en las
concentraciones de GCs  (como

indicador de estrés) en un grupo de
monos aulladores (Alouatta palliata)
durante las etapas de un programa de
translocacion  (ambiente deteriorado,
cautiverio, semicautiverio, ambiente
conservado) al que fueron sujetos. Asi
mismo, se realizaron comparaciones de
las concentraciones de GCs de los
sujetos entre los ambientes naturales y
los ambientes artificiales, y entre el
ambiente deteriorado y el conservado.

Material y Método
Sitios y sujetos de estudio

En Marzo de 2005 nos enteramos de que
un fragmento de 5 ha en Cascajal del
Rio, México (17°59° N, 95°10° W), seria
talado y quemado. Este fragmento
estaba ocupado por un grupo de monos
aulladores de manto compuesto por
cuatro individuos adultos, dos machos y
dos hembras.

Siguiendo los lineamientos de la IUCN
(1998) y de las autoridades mexicanas,
implementamos un  programa de
translocacion compuesto por cuatro
etapas. Ambiente deteriorado: se realizé
un seguimiento para colectar muestras
fecales antes de translocar a los
individuos (10 de mayo a 19 de junio).
Cautiverio: después de captura de los
animales, el grupo se alojo en un
encierro de 12 x 55 x 2 m para el
monitoreo veterinario y se mantuvo ahi
del 20 de junio al 18 de agosto. Este
encierro se localiza en el “Parque de la
Flora y Fauna Silvestre Tropical”
(PAFFASIT), una reserva de bosque
perennifolio de 220 ha manejado por la
Universidad Veracruzana en Catemaco
(Veracruz). Este sitio estaba
aproximadamente a 50 km del sitio de
captura y a 1 km del sitio de liberacion.
Durante este periodo se les proporciond
alimento una vez al dia (frutas
comerciales y hojas de especies
silvestres que se colectaron en los
alrededores del encierro).
Semicautiverio: el grupo fue capturado
y liberado en un encierro con cerco
eléctrico de 0.18 ha con vegetacion
natural (18 de agosto a 17 de
septiembre), también localizado en el
PAFFASIT (aproximadamente a 25 m
del encierro). En este encierro el grupo
forrajeaba de la vegetacién natural, pero
se les siguio proporcionando
diariamente un suplemento de fruta.
Ambiente conservado: el grupo fue
capturado y liberado en un fragmento de
selva de 80 ha (18°26° N, 95°02° W)
protegido por los propietarios (17 de
septiembre a 12 de octubre). Después de
la liberacion no se volvio a proporcionar
alimento a los individuos.
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Las técnicas de captura y de manejo
usadas durante la translocacion han sido
descritas por RODRIGUEZ-LUNA et al.
(1993). Las condiciones de cautiverio en
que se mantuvieron a los animales se
apegaron a los requerimientos éticos y
legales de México (DIARIO OFICIAL DE
LA FEDERACION 1999, permiso
SEMARNAT SGPA/DGVS/05417).

Colecta de muestras fecales

La colecta de muestras fecales se realizo
de manera oportunista. Las muestras
gue no se contaminaron con orina se
colectaron  directamente del suelo
inmediatamente  después de  ser
evacuadas por los monos y se limpiaron
de restos de materia vegetal. Se
colocaron entonces en bolsas de plastico
adheribles rotuladas con la
identificacion del individuo, la fecha, la
hora de colecta y la etapa de
translocacion. Fueron transportadas en
una hielera con refrigerantes en gel a la
estacion de campo de la Universidad
Veracruzana en Catemaco, donde se
almacenaron en un congelador a -20°C
hasta su analisis.

Método de extraccién de GCs

Para evaluar la variacion del estrés
durante la translocacion, se analizaron
las concentraciones de corticosterona
que es un glucocorticoide relacionado
con las respuestas fisiologicas y
psicologicas a estresores en varios
vertebrados (WASSER et al. 2000). El
procedimiento de extraccion que se
utiliz6é ha sido descrito por CRISTOBAL-
AZKARATE et al. (2007). Brevemente, se
pesaron 0.6 g de materia fecal himeda.
Cada muestra se coloc6 en un tubo de

plastico de 16x125 mm con tapa de
rosca, previamente rotulado, y se le
agrego 4 ml de metanol (CH;OH) puro.
Las mezclas se agitaron en un vortex
por 1 min hasta diluir, y se colocaron
nuevamente en el vortex por un periodo
de 20 a 24 h para homogeneizarlas.
Posteriormente, se centrifugaron a 3000
r.p.m, durante 30 min a 4°C. Se
transfirié el metanol sobrenadante con
pipetas Pasteur de bulbo hacia otro
juego de tubos de cristal previamente
rotulados. Los extractos se colocaron en
bafio maria a 60°C durante 20 h bajo
una campana de extraccion, hasta que el
metanol quedo completamente
evaporado. El método de extraccion
garantiza una  recuperacion  del
88,59+2% de metabolitos esteroideos de
corticosterona de la muestra original. El
extracto se resuspendié con 3 ml de
buffer de fosfato libre de esteroides
(DPC, Los Angeles, CA) y se hicieron
alicuotas de 50 pl. A cada alicuota se le
afiadié 1 ml de corticosterona, se dejé 2
h en temperatura ambiente para su
incubacion y  posteriormente  se
realizaron las mediciones usando una
fase sdlida '*°I Corticosterone RIA
(Coat-A-Count Rat Corticosterone., Los
Angeles, California, 90045-5597, USA).
Todas las muestras se corrieron por
duplicado.

Los coeficientes de variacion intra e
interensayo fueron de 8,36% y 7,69%
respectivamente. La reaccién cruzada
del kit utilizado es de 100% con
corticosterona, 1,58% con 11-
deoxycorticosterona, 0,48% con
progesterona, 0,18% con cortisol, 0,15%
con aldosterona y menos de 0,05% entre
DHEA, 17a-hidroxiprogesterona y 18-
hidroxydeoxycorticosterona. Los
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resultados del ensayo son expresados en
nanogramos por gramo de excreta
himeda (ng/g). Las pruebas se
realizaron en el Departamento de
Biologia de la Reproduccion del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran del
Distrito Federal.

Validacion biologica

La validacion biolégica se hizo para
demostrar que la técnica utilizada es
capaz de detectar cambios en la
actividad adrenocortical (PALME 2005,
TouMA & PALME 2005). Consistié en la
captura (estimulo estresante) de un
grupo de cuatro monos adultos (dos
machos y dos hembras), y en la colecta
a partir de la captura (hora 0) de todas
las heces defecadas por los individuos
durante 48 h. Se encontr6 que los picos
mas altos en las concentraciones de GCs
a partir del estimulo estresante
ocurrieron a las 22 h en hembras y a las
28 h en machos. Asi, para controlar los
efectos de la captura como estimulo
estresante, en este estudio se excluyeron
de los andlisis todas las muestras
colectadas durante las primeras 36 hrs
después de la captura.

En total se analizaron 128 muestras
fecales (61 de machos y 67 de hembras):
28 en el ambiente deteriorado (pre-
translocacion), 59 en cautiverio, 15 en
semicautiverio y 26 en el ambiente
conservado (post-translocacion) durante
un mes en cada ambiente. Las colectas
se calendarizaron para obtener al menos
una muestra por individuo por semana
en cada una de las etapas. No se
encontraron diferencias entre los niveles
de GCs de muestras colectadas en

horario matutino (N = 94, i.e. 7:00 a
13:00) y en horario vespertino (N = 37,
i.e. 13:00 a 19:00) para los mismos
individuos (prueba de t pareada P > 0.05
para los cuatro individuos). Por este
motivo, la hora de la colecta de las
muestras no se tomd en cuenta en el
andlisis de los datos.

Anélisis de datos

Los resultados se presentan como
medias + errores estandar. Las
concentraciones de GCs presentaron una
distribucién Poisson, por lo que en los
analisis se usaron ANOVAs de una via
con modelos no-lineales (GLZ) para
detectar las variaciones en las
concentraciones GCs en los diferentes
ambientes en los que se encontraban los
individuos. Todos los analisis fueron
realizados con un 95% de confianza.

Resultados

Las concentraciones de GCs mostraron
una variacion significativa entre los
cuatro ambientes (WS = 353 p < 0,01),
como se muestra en la Figura 1. En la
Figura 2a se observa que las
concentraciones de GCs en el ambiente
deteriorado fueron mas altas (98,7 +
244 ng/g) que en el ambiente
conservado (79,6 = 13,6 ng/g) (WS=
54,5, p < 0,01). Los animales tienen
concentraciones de GCs més elevadas
en los ambientes artificiales (cautiverio
y semicautiverio: 113,82 + 24,6 ng/g)
que en los ambientes naturales
(deteriorado y conservado: 89,52 + 28,4
ng/g; WS = 177,1; p < 0,01) (Figura
2h).
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Figura 1. Comparacion de las concentraciones (media + e.e.) de glucocorticoides (GCs) en
heces de un grupo de monos aulladores (Alouatta palliata; dos hembras y dos machos)
durante un proceso de translocacién (cuatro ambientes).
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Figura 2. Comparacion de las concentraciones (media * e.e.) de glucocorticoides en heces de
un grupo de monos aulladores (Alouatta palliata) entre: a) estados de conservacién
(deteriorado y conservado); b) tipos de ambientes (naturales y artificiales).

Discusién

Las concentraciones de GCs que se
obtuvieron de las heces de los monos
aulladores translocados durante este
estudio fueron mas elevadas en el
ambiente deteriorado que en el ambiente
conservado. De antemano se sabe que
las concentraciones de las hormonas
glucocorticoides tienden a
incrementarse en ambientes altamente
deteriorados (BREUNER & WINGFIELD
2000, WINGFIELD 2003). Por ejemplo,
MARTINEZ-MOTA et al.  (2007)
encontraron que los monos aulladores
negros (Alouatta pigra Lawrence, 1933)

en un bosque deteriorado tienen
concentraciones de  cortisol  mas
elevadas que en bosque conservado
(continuo). Lo mismo reportaron
RANGEL-NEGRIN et al. (2009), quienes
evaluaron concentraciones de cortisol en
monos  arafia  Ateles  geoffroyi
yucatanensis (Kellogg & Goldman
1944) y encontraron concentraciones
mas elevadas en monos que habitaban
bosques deteriorados que en monos de
bosques conservados. Se sabe también
que la exposicion prolongada a un
estresor puede repercutir en el bienestar
animal (SApoLsky et al. 2000, HUBER
et al. 2003). Algunas consecuencias
negativas de la elevacion  de
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glucocorticoides son la  supresion
reproductiva y la alteracion en el
funcionamiento inmune (SELYE 1936,
SApOLSKY et al. 2000). En un
seguimiento a mediano plazo del grupo
de estudio, se observé que a dos afios de
su liberacion en el area protegida
nacieron dos individuos, por lo que se
descarta la posibilidad de una alteracién
en la funcién reproductiva.

La concentracion de GCs fue
significativamente mayor en los
ambientes artificiales (cautiverio y
semicautiverio) que en los ambientes
naturales (deteriorado y conservado).
Los animales silvestres que son
mantenidos en cautiverio se ven
obligados a enfrentar una situacion para
la que no estan genéticamente
preparados (TENNESSEN, 1989). Por
ejemplo, ELSE (1985) observd que los
monos vervet Chlorocebus aethiops
(Linnaeus 1758) presentan altas tasas de
morbilidad y mortalidad en cautiverio, y
SULEMAN et al. (2000) reportaron que
los animales cautivos son altamente
susceptibles a estrés 'y como
consecuencia  desarrollan  multiples
lesiones gastricas. Ademas el cautiverio
difiere en gran medida del ambiente en
el que los animales se desarrollan de
manera natural (Box 1984, TENNESSEN
1989). Pero, en algunos casos, los
individuos aprenden que las condiciones
de cautiverio no representan una
amenaza, lo cual puede mejorar su
capacidad de afrontar  nuevas
situaciones (Box 1984). En este estudio
el periodo de cuarentena fue de un mes
en cada condicion ambiental (cautiverio
y semicautiverio), tiempo durante el
cual quedd descartada la existencia de
problemas de salud en los animales. En

semicautiverio las concentraciones de
GCs fueron mas elevadas que en
cautiverio, posiblemente debido a que el
estrés puede ser acumulativo cuando los
animales estan expuestos a estresores de
manera constante por periodos largos
(TEIXeElrRA et al. 2007). En una
investigacion anterior hemos propuesto
que este efecto acumulativo es
determinante  para  entender las
respuestas endocrinoldgicas de estrés de
esta especie durante procesos de
translocacion (AGUILAR-CUCURACHI et
al. 2010).

En conclusion, los resultados de este
estudio nos muestran que los estresores
asociados al proceso de translocacion,
tales como la captura, el manejo de los
animales, el traslado, el cautiverio, la
liberacidn y las particularidades de cada
ambiente, aungque generaron una
reaccion de estrés agudo no indujeron
estrés cronico en los individuos. Este
estudio provee ademas informacion
béasica para la especie A. palliata, ya que
el incremento de GCs después de la
exposicion a un estimulo estresante,
demuestra que la técnica utilizada es
eficaz para detectar cambios
adrenocorticales. Finalmente, la
medicion de glucocorticoides a partir de
muestras fecales es una herramienta no
invasiva (til para el monitoreo del estrés
en A. palliata en distintas condiciones
ambientales y durante un proceso de
translocacidn, y nos permite comprobar
gue en esta especie el estrés disminuye
cuando las condiciones ambientales
mejoran.
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