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INFLUENCIA DE LA EDAD DE LOS PADRES SOBRE LA RESPUESTA INMUNE
INNATA DE LA PROGENIE EN EL BOBO DE PATAS AZULES

RESUMEN

Varios estudios en vertebrados han documentado una reduccion en el éxito reproductivo
conforme aumenta la edad de las hembras o de los machos, pero muy pocos han explorado el
efecto de la combinacion de edades parentales en componentes de calidad de la descendencia.
Estudios recientes en el bobo de patas azules Sula nebouxii, encontraron que las crias de madres
jévenes apareadas con padres viejos, y de madres viejas apareadas con padres jovenes, presentan
una menor infestacion por garrapatas y tienen una mayor probabilidad de regresar a su poblacion
natal como adultos reproductores que las crias de padres similarmente jovenes o similarmente
viejos. Sin embargo, se desconocen las causas de estas diferencias. En este estudio utilizamos
el mismo modelo de estudio para evaluar, por medio de un experimento de intercambio
reciproco de puestas entre parejas con diferentes combinaciones de edades parentales, la
influencia de la interaccion de las edades parentales en la respuesta inmune innata de la progenie
y si este impacto podria atribuirse a mecanismos genéticos o efectos maternos versus cuidados
parentales. Nuestros resultados mostraron que los valores de los cocientes heterofilos/linfocitos
(H:L), y el conteo de heterofilos y eosindfilos, en la sangre periférica de la progenie no se vieron
afectados por la combinacion de edades de los padres bioldgicos ni por la combinacion de
edades de los padres adoptivos, a ninguna edad a la cual estos indicadores fueron evaluados (20
y 35 dias). Sin embargo, a los 35 dias de edad, las crias con padres bioldgicos viejos presentaron
un mayor conteo de heterofilos que las crias con padres bioldgicos jovenes, y las crias cuidadas
por madres viejas presentan valores mayores de H:L y del conteo de heterdfilos que las crias
cuidadas por madres jovenes. Estos resultados sugieren que la respuesta inmune innata de la
descendencia disminuye con la senescencia reproductiva de los machos y con la senescencia
del aprovisionamiento de alimentos por parte de las hembras. Se sugieren estudios futuros que
evallen el efecto en combinacion y por separado de las edades parentales en otros indicadores
de calidad, y en diferentes momentos del desarrollo de la progenie, para dilucidar los
mecanismos que subyacen al efecto de las combinaciones de edades parentales en la

sobrevivencia de la progenie.



INDICE

1. INTRODUCCION
1.1 Variacion en el éxito reproductivo con la edad en las poblaciones silvestres..
1.2 La relevancia de los impactos de la edad en la reproduccion en animales
T3 (L
1.3 Edad, eleccion de pareja y viabilidad de la progenie.........cccooevvieiieieinenne.
1.4 Influencia de la edad parental en la respuesta inmune innata de la progenie...
1.5 Indicadores celulares de la capacidad inmune innata en vertebrados............

1.6 El bobo de patas azules como modelo de estudio...............c.coeviiininnn...

2. ANTECEDENTES. ...t s

3. OBIETIVOS .

4. HIPOTESIS Y PREDICCIONES..........coouuiiiiiiiiee e

5. JUSTIFICACION ..ottt

6. METODOLOGIA
6.1 Ara 08 ESIUTIO. ......ecveeericeseeeeeeseeeeee ettt neesas
6.2 Procedimientos gENEIalEs...........cceiveiiiiiiiieie e
6.3 DiSefio EXPErTMENTAL........cviiiiiii e
6.4 Recoleccion de muestras de Sangre........ooevveeeviniiiieiiieeieeieeineennnnn,
6.5 Conteo de 1EUCOCIIOS. ... v iutiiit ettt e e aeaan
6.6 AnAlisis eStadiStICOS. ... uuuitt ittt

6.6.1 SelecciOn de MOAElOS. ..ot

Pag.

10
16
17

19

21

21

22

23
23
25
26
27
28
31



7. RESULTADOS. ... e
7.1 Efecto de las edades de ambos padres biologicos sobre la inmunidad innata
de Ja PrOgeNIC. .. .ttt
7.2 Efecto de las edades de ambos adultos adoptivos sobre la inmunidad innata

de 12 PrOZENIC. ...ttt

8. DISCUSION Y CONCLUSION. ..ot oot ea e et ee e e eeen e s

9. REFERENCIAS. . ..ottt

31

33

38

45

52

Xi



INTRODUCCION

Variacion en el éxito reproductivo con la edad en poblaciones silvestres

La variacion en el éxito reproductivo con la edad es un fendmeno ampliamente observado en
animales (Nussey et al. 2006; Angelier et al. 2007 a 'y b; Festa-Bianchet y King 2007; Mauck et
al. 2012). En vertebrados iterdparos, es decir, aquellos que se reproducen varias veces en su
vida, (e.g., el conejo europeo Oryctolagus cuniculus, el ciervo comun Cervus elaphus y el bobo
de patas azules Sula nebouxii) la relacion entre edad y exito reproductivo suele seguir un patrén
de “U” invertida, en el que el éxito reproductivo aumenta conforme avanza la edad de los
individuos hasta alcanzar un punto méximo y después comienza a decaer (Rddel et al. 2004;
Nussey et al. 2006; Beamonte-Barrientos et al. 2010).

El aumento en el éxito reproductivo, tanto en el nimero de la progenie producida como en la
calidad de esta, conforme avanza la edad, podria atribuirse a dos procesos no mutuamente
excluyentes. El primero, es la adquisiciobn de experiencia reproductiva, es decir, un
mejoramiento en habilidades clave para la reproduccion, tales como la seleccion de pareja o del
sitio de reproduccion, o la proteccion y alimentacion de la descendencia (Bradley y Safran
2014). Por ejemplo, en el carricero de Seychelles (Acrocephalus sechellensis) se ha observado
que los individuos con mas eventos reproductivos previos, construyen nidos en sitios donde
estan mas seguros de las inclemencias del ambiente, dedican més tiempo a la incubacion y
proteccion de los huevos y presentan mayor éxito de eclosion (Komdeur 1995). En los elefantes
marinos del sur (Mirounga leonina), las hembras de mayor edad son las que presentan mayor
masa y crias destetadas mas pesadas, lo cual podria deberse a que tienen méas experiencia y
capacidad para buscar alimento y proveérselo adecuadamente a su descendencia (Postma et al.
2013). De manera similar, en el papamoscas acollarado (Ficedula albicollis) se ha observado
que las madres con mayor experiencia de crianza (i.e., con un numero mayor de eventos
reproductivos) producen progenie mas pesada y con tarsos mas largos que las madres con menor
experiencia de crianza, probablemente porque la eficiencia para ajustar las habilidades de
forrajeo en funcion de la demanda nutricional de la progenie incrementa con el nimero de
eventos reproductivos (Cichofi 2003), y por lo tanto, con la edad (Angelier et al. 2007 a y b;
Mauck et al. 2012).



El otro proceso por el cual podria incrementar el éxito reproductivo con la edad es el
mejoramiento progresivo en habilidades que no estan relacionadas directamente con la
reproduccion, pero que podrian tener un impacto positivo indirecto en el desempefio
reproductivo. Por ejemplo, podria haber una progresion en la fecha de llegada al sitio de
reproduccion o un incremento en las habilidades competitivas con la edad (Nol y Smith. 1987;
Balbontin et al. 2007; McElligott et al. 2002; Drea 2005). En varias especies de aves, se ha
observado que los individuos arriban mas temprano a los sitios de reproduccion conforme
avanza su edad, lo cual se traduce en un alto éxito de apareamiento y una probabilidad alta de
que sus crias regresen como adultos reproductores a la poblacion natal (reclutamiento) (Lozano
et al. 1996; Balbontin et al. 2007). La evidencia de que las habilidades competitivas pueden
incrementar con la edad, y que esto puede representar beneficios en términos de éxito
reproductivo, proviene de diferentes estudios en ungulados, pinnipedos, primates y aves (Reiter
et al 1981; Robinson 1982; Komers y Dhindsa 1989; Mainguy et al. 2008). Por ejemplo, en la
cabra blanca (Oreamnos americanus), en el macaco Rhesus (Macaca mulatta) y en la urraca
comun (Pica pica) los machos jovenes tienen menor probabilidad de reproducirse con hembras
de buena calidad porque son excluidos agresivamente de los sitios donde estas se encuentran,
por adultos de edad media 0 avanzada (Robinson 1982; Komers y Dhindsa 1989; Mainguy et
al. 2008). De forma similar, en el elefante marino del norte (Mirounga angustirostris), las
hembras de mayor edad suelen desplazar agresivamente a las hembras mas jovenes hacia la
periferia de los harems, lo cual confiere una ventaja reproductiva para las hembras viejas en
términos de acceso a copulas y de produccién de progenie mas temprano durante la temporada
reproductiva (Reiter et al 1981).

La disminucion en el éxito reproductivo a edades avanzadas o senescencia reproductiva (Nussey
et al. 2006; Beamonte-Barrientos et al. 2010), es decir, la parte negativa del patron de “U”
invertida documentado en vertebrados iteréparos, podria atribuirse a la aparicion de alteraciones
premutagénicas en el ADN de la lineal germinal o al decaimiento en la viabilidad de las células
gaméticas conforme aumenta la edad (Harris et al. 2011; Velando et al. 2011; Selvaratnam et al.

2015). Por ejemplo, en humanos se ha encontrado una disminucion en la motilidad espermatica



conforme avanza la edad de los hombres, lo cual se asocia con una disminucion en su fertilidad
(Sloter et al. 2006). En el bobo de patas azules, el aumento en la edad de los machos se relaciona
con un incremento en la ocurrencia de dafio premutagénico en el ADN de las células germinales
(i.e., ausencia de bases puricas o pirimidinicas), probablemente como resultado de un
incremento en el nivel de agentes prooxidantes (Velando et al. 2011). Los estudios que
documentan una reduccion en la viabilidad de los gametos y en la fecundidad conforme avanza
la edad han sido més abundantes en las hembras. Diversos estudios han documentado
decrementos en la cantidad y calidad de los ovocitos (Healy et al. 1994; Olooto et al. 2012), asi
como en el nimero de foliculos (Wallace y Kelsey 2010) en mujeres mayores de 35 afios de
edad. En otros animales se ha observado una disminucion en la fertilidad de las hembras, medida
como un decaimiento en el nimero de dvulos fertilizados e implantados, por ejemplo, en el
corzo (Capreolus capreolus) (Hewison y Gaillard 2001), o bien, como un nimero menor de
partos en el babuino (Papio cynocephalus) y otros primates (Bronikowski et al. 2016). En el
raton casero (Mus musculus) y en el hamster (Mesocricetus auratus), se ha evaluado la actividad
mitocondrial de los ovocitos como indicador de fertilidad, y de manera similar en ambas
especies, se encontrd una disminucion de esta, conforme aumenta la edad de las hembras
(Simsek-Duran et al. 2013).

Ademaés del deterioro en la linea germinal y la reduccion en la viabilidad de los gametos, la
senescencia podria implicar un debilitamiento corporal o cambios en conductas clave para la
reproduccion, y estos cambios también podrian explicar la disminucién en el éxito reproductivo
en edades avanzadas (Ericsson et al. 2001; Nussey et al. 2013; Lecomte et al. 2010). El
decaimiento en la condicion corporal y el deterioro somatico con la edad podrian redundar en
una disminucién en la calidad de los efectos maternos (i.e., la influencia de la exposicién de la
madre a las condiciones ambientales sobre el fenotipo de la progenie a través de la transferencia
de sustancias como hormonas, nutrientes o anticuerpos maternos; Mousseau y Fox 1998), o en
una deficiencia en las capacidades competitivas y en los cuidados parentales (Mc Ellligot et al.
2002; Clay et al. 2018). Al avanzar la edad, diversos animales pueden experimentar reducciones
en sus capacidades competitivas (Mc Ellligot et al. 2002), o en su habilidad para buscar y

proveer alimento suficiente a sus crias (Laubach et al. 2015; Clay et al. 2018) o para protegerlas



de depredadores, parasitos o de las inclemencias del ambiente (Nur 1984; Montgomerie y
Weatherhead 1988; Ortega et al. 2017). Por ejemplo, en el gamo comun (Dama dama) se ha
observado que los machos jovenes suelen desplazar a los machos senescentes de las peleas que
se suscitan por acceder a las hembras, lo cual podria deberse a una disminucion en el tamafio
corporal y en el vigor de la cornamenta con la edad (McElligott et al. 1998 y 2002). En el albatros
errante (Diomedea exulans), los machos viejos recorren mayores distancias para encontrar
alimento y presentan niveles mas altos de hormonas relacionadas con el estrés cuando regresan
de estos viajes que los machos mas jovenes, lo que refleja una reduccién en la eficiencia de

forrajeo con la edad (Lecomte et al. 2010).

De forma similar, la calidad de los efectos maternos podria verse afectada por la edad (Réale y
Boussés 1995; Ericsson et al 2001; Beamonte-Barrientos et al. 2010). Por ejemplo, las hembras
senescentes de alces (Alces alces) experimentan una disminucién en su produccion de leche y
un consecuente incremento en la mortalidad de sus crias (Ericsson et al. 2001). Asimismo, en
el muflén comdn (Ovis musimon) se ha observado una disminucién en la frecuencia de lactancia
y en la duracion total de la succion por parte de las crias conforme aumenta la edad de sus
madres, y este patron también se ha relacionado con una disminucidn en la produccion de leche
materna en edades avanzadas (Réale y Boussés 1995). En aves, se ha encontrado que los ovarios
de las gallinas domésticas (gallus gallus) viejas tienen una cantidad menor de anticuerpos que
los ovarios de gallinas de edad intermedia, lo cual podria conllevar a una deficiencia en la
trasferencia de anticuerpos de las madres senescentes hacia sus huevos (Barua et al 1998). En
el bobo de patas azules, los huevos producidos por hembras senescentes (> 11 afios) son méas
pequefios, y esta reduccién se traduce en un menor tamafio estructural en las crias,
probablemente debido a una deficiencia en la transferencia de anticuerpos y otras sustancias

hacia los huevos por parte de las madres senescentes (Beamonte-Barrientos et al. 2010).



La relevancia de los impactos de la edad en la reproduccion en poblaciones silvestres
Hasta hace relativamente poco, se pensaba que las poblaciones silvestres no envejecian porque
los individuos sufrian una alta mortalidad extrinseca (e.g., por depredacion, enfermedades,
impactos climaticos) antes de alcanzar edades avanzadas (Williams y Day 2003; Nussey et al.
2013; Berger et al. 2016). Sin embargo, en las Ultimas dos décadas ha habido un interés creciente
en estudiar los impactos de las edades parentales sobre la viabilidad de la progenie y la dinamica
poblacional (Wilson et al. 2007; Schroeder et al. 2015) debido a un incremento en los programas
de monitoreo de largo plazo en poblaciones silvestres, los cuales proveen informacion completa
de las historias de vida individuales. Estos programas de monitoreo han revelado que los
individuos senescentes suelen estar bien representados entre las parejas reproductivas en
diversas poblaciones silvestres (e.g., alce Alces alces, gamo comin Dama dama, ardilla roja
Sciurus vulgaris, charran comun Sterna hirundo, bobo de patas azules Sula nebouxii, entre otros;
Ericsson et al. 2001; McElligott et al. 2002; Descamps et al. 2008; Beamonte-Barrientos et al.
2010; Rebke et al. 2010) y dejan descendencia viable. Por ejemplo, el monitoreo de més de 30
afios de la colonia reproductiva del bobo de patas azules en Isla Isabel, Nayarit, ha revelado que
en promedio, el 18% de los adultos que se reproducen afio con afio son senescentes (> 11 afios
de edad; datos obtenidos de 15 temporadas reproductivas, del 2002 al 2016). La contribucion
de los individuos de edades avanzadas a la reproduccion también suele ser sustancial en el
papamoscas acollarado, donde los individuos senescentes aportan el 4% de la variacion genética
aditiva observada en el éxito reproductivo anual en la isla de Gotland (Brommer et al. 2007).
En general, el seguimiento de las historias de vida completas de animales marcados ha permitido
que los ec6logos evolutivos tengan una mejor apreciacion de los efectos de la edad sobre la
adecuacion en poblaciones silvestres, y estos esfuerzos sugieren que a pesar de que la
senescencia implica decaimientos fisicos importantes (Monaghan et al. 2008; Roach y Carey
2014), los individuos senescentes son capaces de dejar descendencia viable y contribuir a la
variacion fenotipica en sus poblaciones (Réale y Boussés 1995; Nussey et al. 2006; Festa-
Bianchet y King 2007 Lecomte et al. 2010).

Los efectos negativos de la edad en el éxito reproductivo podrian ser mitigados si los individuos

de edad avanzada logran aparearse con individuos mas jovenes y con ello compensan los



decaimientos en sus propias capacidades fisiolégicas o competitivas (Ramos et al. 2014 a y b;
Drummond y Rodriguez et al. 2015). Ademas este beneficio podria surgir no solo de efectos
aditivos de la inversion de los miembros de la pareja sino tambien de efectos interactivos, ya
que la inversion reproductiva de cada consorte podria depender de su propia edad y de la de su
pareja en un evento reproductivo dado (Hansen y Price 1995; Kokko 1998; Johnson y Gemmell
2012; Ramos et al. 2014 b). Tradicionalmente, los estudios enfocados en senescencia
reproductiva en poblaciones humanas y en otros animales se limitaban a la examinacion de los
efectos separados de la edad de la madre o del padre en parametros reproductivos o en la
viabilidad de la progenie, habiendo por lo general un mayor interés en los efectos de la edad de
la madre (Réale y Boussés et al. 1995; Price y Hansen 1998; Ericsson et al. 2001; McElligott et
al. 2002; Rddel et al. 2004; Harris et al. 2011; Postma et al. 2013). Hasta hace relativamente
poco, los programas de investigacion comenzaron a indagar si las edades de ambos progenitores
pueden tener efectos combinados en parametros reproductivos y en la calidad de la progenie
(Bille et al. 2005; Colines et al. 2015; Drummond y Rodriguez 2015; Bowers et al. 2017; Tidiére
et al. 2018).

El posible efecto combinado de las edades parentales podria tener implicaciones importantes
para la eleccién de pareja porque los efectos de la edad propia en la progenie que actGan a nivel
genético o de cuidados parentales, podrian verse mitigados (o potenciados) por los efectos de la
edad de la pareja (Beck et al. 2002; Hsu et al. 2015). De esta manera, las hembras muy jovenes
(inexpertas) podrian ver beneficiada su adecuacion al aparearse con machos de mayor edad, si
estos representan buenos genes (Loffredo y Borgia 1986; Grant y Grant 1987) o una elevada
experiencia reproductiva (Burley y Moran 1979; Siefferman y Hill 2003). Por el contrario, las
hembras de mayor edad podrian preferir aparearse con machos jovenes si esto les permite
mitigar los efectos negativos de su propia edad en la viabilidad de sus cigotos o en la
probabilidad de que su descendencia presente malformaciones o enfermedades generadas por el
emparejamiento de dos individuos viejos (Bowers et al. 2017). Igualmente, estos efectos
interactivos de las edades parentales en la calidad de la progenie podrian tener implicaciones

importantes para la dinamica de las poblaciones porque podrian ser una fuente importante de



variacion fenotipica, con impactos consecuentes en las tasas de sobrevivencia y en el

crecimiento poblacional.

Los pocos estudios enfocados en examinar los efectos interactivos de las edades parentales en
pardmetros reproductivos y en la viabilidad de la progenie han sido mayormente abordados en
humanos. Estos estudios sugieren que la probabilidad de que la descendencia presente
malformaciones ocasionadas por mutaciones en el genoma, aumenta cuando alguno de los
padres tiene mas de 35 afos, pero solo si sus parejas también tienen mas de 35 afios (Fisch et al.
2003; Bille et al. 2005). Estudios recientes en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster),
en el chochin criollo (Troglodytes aedon), en el Iémur rufo rojo (Varecia rubra) y en el Iémur
rufo blanco y negro (Varecia variegata), sugieren que estos efectos interactivos de las edades
parentales no son exclusivos de nuestra especie, y que merecen ser estudiados con mayor detalle
en una diversidad de taxa (Colines et al. 2015; Bowers et al. 2017; Tidiére et al. 2018).

Ademas de los estudios observacionales realizados en estas poblaciones, es necesario realizar
estudios experimentales que permitan analizar los mecanismos que median los efectos de las
edades parentales sobre la calidad de la progenie. Esto con el fin de poder identificar si dichos
impactos pueden atribuirse a efectos de las edades parentales relacionados con la genética, o a
los cuidados parentales no directamente asociados con la genética. Los pocos estudios
experimentales que existen han realizado intercambios de crias entre madres y padres con
diferentes edades. Estos estudios han comparado indicadores de calidad de la progenie como
longevidad de las crias, peso al nacer, crecimiento estructural y sobrevivencia, entre crias
engendradas y cuidadas por madres y padres de diferentes edades (Bogdanova et al. 2006;
Ivimey-Cook y Moorad 2018). Aunque estos estudios en invertebrados han fallado en detectar
si los efectos de la edad en ambos padres se deben a mecanismos genéticos o de cuidados
parentales (Ivimey-Cook y Moorad 2018), los estudios en vertebrados sugieren que la calidad
de las crias depende tanto de la edad de los padres biologicos como de la edad de los padres
adoptivos (Bogdanova et al. 2006; Beamonte-Barrientos et al. 2010). En un estudio en la gaviota
argéntea (Larus argentatus) se hizo un intercambio de huevos entre madres y padres de

diferentes edades y se encontré6 que los huevos producidos por ambos padres jovenes



presentaron un tamafio menor que los huevos producidos por ambos padres de edad madura,
aunque la ganancia en masa de las crias eclosionadas de los huevos provenientes de ambos
padres jovenes fue similar a la de las crias eclosionadas de los huevos puestos por ambos padres
de edad madura, pero solo cuando fueron cuidados por ambos padres de edad madura
(Bogdanova et al. 2006). Un estudio similar en el bobo de patas azules revel6 que al incrementar
la edad de la madre bioldgica, disminuye el tamafio de los huevos y de las crias que eclosionan
de estos, y que al aumentar la edad de la madre adoptiva, el tamafio estructural y la capacidad
inmune de las crias decaen (Unicamente en las segundas crias en eclosionar). Estos resultados
en la gaviota argentea y en el bobo de patas azules sugieren que tanto la calidad de los efectos
parentales pre-eclosion como los cuidados parentales después de la eclosion pueden influir en
la calidad de la descendencia (Bogdanova et al. 2006; Beamonte-Barrientos et al. 2010). Sin
embargo, aun falta explorar experimentalmente los mecanismos que subyacen a los probables
efectos combinados de las edades de ambos progenitores en estas y otras poblaciones de

vertebrados de vida larga.

Edad, eleccion de pareja y viabilidad de la progenie

Algunos estudios, principalmente en aves (e.g., en el gorriébn comun Passer domesticus y el
azulejo de garganta azul Sialia mexicana), sugieren que las hembras podrian utilizar la edad de
los machos como un indicador de su calidad genética o de su experiencia reproductiva (Veiga
1993; Budden y Dickinson 2009). Esto podria deberse a que la edad se correlaciona con ciertos
rasgos morfolégicos y conductuales sujetos a seleccion sexual (Hansen y Price 1995). Por
ejemplo, en diferentes especies de aves se ha observado que la expresién de caracteres como los
cantos de cortejo, el largo de la cola y el brillo del plumaje mejoran con la edad (Loffredo y
Borgia 1986; Grant y Grant 1987; Manning 1989).

Las hembras (0 los machos) que eligen a una pareja cuya edad maximiza su propio éxito
reproductivo en funcion de su propia edad podrian tener una ventaja adaptativa (Ratikainen y
Kokko 2009; Johnson y Gemmell 2012; Colines et al. 2015; Drummond y Rodriguez 2015;
Bowers et al. 2017). Si la eleccion de pareja es una conducta dinamica que depende de la edad

del elector (Hansen y Price 1995), entonces algunas veces sera conveniente elegir una pareja



mas joven que el elector, y algunas otras veces una pareja de mayor edad que la edad del elector.
Sin embargo, los estudios enfocados en el papel de la edad como criterio para elegir pareja
suelen omitir la edad del propio elector como un factor clave (Drummond y Rodriguez 2015;
Ramos y Drummond 2018), y esto ha derivado en resultados aparentemente contradictorios. Por
un lado, numerosos estudios proveen evidencia de que las hembras suelen preferir a los machos
de mayor edad en una poblacion. Este resultado ha sido considerado como evidencia de la teoria
de los buenos genes, segun la cual las hembras prefieren machos de edad avanzada porque estos
reflejan una alta capacidad genética para sobrevivir (e.g., una baja cantidad de mutaciones
deletéreas precigoéticas y una alta viabilidad en las condiciones ambientales prevalentes) y
podrian heredar esta capacidad a su progenie (Manning 1989; Hansen y Price 1995; Kokko
1998; Brooks y Kemp 2001). Sin embargo, esta hipotesis es controversial porque si bien los
individuos senescentes podrian presentar genes de alta calidad, tmbn pueden presentar una
acumulacion de mutaciones en su linea germinal, lo que podria disminuir la viabilidad de sus
gametos (Harris et al. 2011; Velando et al. 2011; Selvaratnam et al. 2015). La prediccion de que
una edad avanzada puede revelar buenos genes podria cumplirse solo si las hembras son capaces
de distinguir a machos de edad intermedia de los muy viejos, si el atributo evaluado por las
hembras se relaciona con la edad de los machos y si existe algin mecanismo que mantenga la
relacion entre la calidad genética expresada por el atributo evaluado por las hembras y la
adecuacion total de los machos (Hansen y Price 1995).

Las hembras también podrian preferir machos de edades avanzadas si estos son los que tienen
mayor experiencia reproductiva, y esta experiencia se traduce en beneficios mas altos para las
hembras (Brooks y Kemp 2001). Por ejemplo, en el papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca)
se encontro que los machos viejos entregan mayor alimento a sus crias que los machos jévenes.
De esta manera, las hembras apareadas con machos viejos se ven beneficiadas con una progenie
con mejor estado nutricional y mayores probabilidades de sobrevivir (Saetre et al. 1995). En
cambio, otros estudios tanto en vertebrados como en invertebrados, sugieren que las hembras
podrian preferir machos de edad media, y que con ello evitarian aparearse con machos jovenes

inexpertos 0 machos de edad avanzada, ya que estos Ultimos podrian presentar alteraciones en



el material genético de su linea germinal y perjudicar la viabilidad de su progenie (Alatalo et al.
1986; Hansen y Price 1995; Beck y Promislow 2007; Jones et al. 2000).

La falta de consistencia en los resultados de diferentes estudios que evaltan el papel de la edad
de los machos como criterio de eleccion por parte de las hembras podria ser resultado también
de que los estudios pocas veces consideran toda la variacion de edades existente en una
poblacién. Esto puede derivar en dos problemas: el desconocimiento de las posibles preferencias
que las hembras de diferentes edades podrian tener por machos de diversas edades, y
conclusiones equivocadas sobre el éxito reproductivo de individuos aparentemente senescentes
que en realidad podrian ser individuos de edad media (Ericsson et al. 2001; Drummond y
Rodriguez 2015). Es necesario analizar el efecto combinado de la edad materna y paterna sobre
diferentes parametros de calidad y viabilidad de la progenie considerando una variacion amplia
(incluyendo la vejez) en edades parentales para tener un mejor entendimiento de como la edad
puede influir en la eleccion de pareja y el éxito reproductivo en poblaciones silvestres
(Drummond y Rodriguez 2015; Bowers et al. 2017; Ramos y Drummond 2018). En este estudio
investigué como las combinaciones de edades parentales influyen en la respuesta inmune innata,
un importante componente de calidad de la progenie, usando el bobo de patas azules como
modelo de estudio. Indagué si existe una influencia interactiva de las edades materna y paterna
en la capacidad inmune de la progenie, y si los efectos de dichas edades podrian atribuirse a (1)
mecanismos genéticos o efectos maternos y/o (2) cuidados parentales, por medio de un
experimento de intercambio reciproco de puestas entre parejas con combinaciones de edades

maternas y paternas contrastantes.

Influencia de la edad parental en la respuesta inmune innata de la progenie

La respuesta inmune innata es fundamental para la adecuacion de los individuos, ya que esta
determina su capacidad para hacerle frente a cualquier agente externo que pueda poner en riesgo
su supervivencia (Juul-Madsen et al. 2008; Owen et al. 2010). La respuesta inmune innata es la
primera linea de defensa ante cualquier parasito o patdgeno; es inespecifica, y efectiva desde el
nacimiento (Juul-Madsen et al. 2008; Rollings-Smith y Woodhams 2012). Esta formada por

barreras externas constituidas por la piel y las membranas mucosas, asi como por un conjunto
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de componentes celulares que combaten a los agentes infecciosos que atraviesan las barreras
externas, entre los que se cuentan los macréfagos, granulocitos (heteréfilos o neutréfilos en el
caso de aves y reptiles, eosinofilos y basoéfilos), linfocitos, monocitos, trombocitos y células NK
(Natural Killer) (Juul-Madsen et al. 2008). La inflamacion inducida por agentes infecciosos y
dafio tisular es un mecanismo esencial de la respuesta inmune, la cual involucra la presencia y
produccion acelerada de componentes de la respuesta inmune innata, asi como algunos
componentes de la respuesta inmune adquirida, como los anticuerpos (Stewart 2009; Sam Xiao
2017). Las funciones de los componentes de respuesta inmune innata producidos en la
inflamacién son:
» Heterdfilos: son los principales fagocitos que se presentan en la sangre circulante en
respuesta a infecciones, inflamaciones y presencia de estrés.
» Eosinofilos: juegan un papel en el proceso de inflamacidn y estan asociados a la defensa
contra parasitos.
» Basofilos: involucrados en el proceso inflamatorio y la resistencia contra ectoparasitos.
» Linfocitos: su funcién es producir y modular la defensa inmune innata y adaptativa.
« Monocitos: son fagocitos asociados a la defensa en contra de infecciones (Davis et al.
2008; Karasuyama, 2011).

La informacion genética transferida de padres a hijos puede incidir en el desarrollo y
mantenimiento de una respuesta inmune innata adecuada en la progenie (Al-Murrani et al. 1997;
Owen et al. 2008). Ademas, la respuesta inmune innata de la progenie también puede ser influida
por factores ambientales como la disponibilidad de alimento, el grado de competencia entre
hermanos, la temperatura ambiental, la exposicién a contaminantes, la experiencia inmune en
los padres (i.e., capacidad inmune generada por la exposicion a determinados patdgenos a lo
largo de la vida) y la transferencia de anticuerpos de la madre a los huevos (Al-Murrani et al.
1997; Ruiz et al. 2002; Lobato et al. 2005; Beamonte-Barrientos et al. 2010; Mdiller et al. 2011,
Banbura et al. 2013). Es asi que esta primera linea de defensa contra agentes infecciosos podria
ser afectada de forma sustancial por la calidad genética, el estado fisiologico y la condicion de
los padres, y por lo tanto por las edades parentales (Dardillat et al. 1978; Barua et al. 1998). Sin

embargo, solamente un estudio en ganado vacuno y dos estudios en aves silvestres han evaluado
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el efecto de la edad materna en la respuesta inmune de la progenie.

En tres razas de ganado vacuno (Salers, Aubrac y Charolais) se ha documentado que las crias
de madres de edad intermedia tienen mayor cantidad de anticuerpos que las crias de madres
jévenes o viejas (Dardillat et al. 1978). En el bobo de patas azules, se encontrd que las segundas
crias en eclosionar, cuidadas por una madre vieja, tienen una menor respuesta inflamatoria ante
fitohemaglutinina (PHA por sus siglas en inglés), un mitdgeno que induce la activacion de la
respuesta inmune inflamatoria (Hoi-Leitner 2001; Muller et al. 2011), que las crias cuidadas por
una madre joven o una madre de edad intermedia (Beamonte-Barrientos et al. 2010). Un estudio
reciente en el chochin criollo (T. aedon), documento que las crias de madres viejas (de tres afios
0 mas) apareadas con padres jovenes (de un afio) tienen una respuesta inmune mas elevada ante
PHA que las crias de madres jovenes apareadas con padres viejos o de padres similarmente
jévenes y similarmente viejos (Bowers et al. 2017). Sin embargo, estos estudios no permiten
vislumbrar si estos efectos podrian atribuirse a procesos que operan a nivel genético o de efectos

maternos versus cuidados parentales.

Existe evidencia que sugiere que la edad de ambos padres podria influir en la respuesta inmune
innata de su progenie a través de procesos que actian a nivel genético. Uno de estos procesos
podria ser una disminucién en el nivel de heterocigosis individual (cantidad de genes con alelos
no idénticos) en la progenie, al avanzar la edad de alguno de los padres. A pesar de que no
existen estudios que evalien directamente la influencia de las edades parentales en la
heterocigosis de la progenie, algunos estudios sugieren que esta relacién podria existir. Por
ejemplo, en vertebrados, la heterocigosis individual disminuye con la edad (Carr y Gottschling
2008; Cohas et al. 2009), y existe una correlacion de hasta el 32% entre la heterocigosis de los
adultos y la heterocigosis de su descendencia (Mitton et al. 1993). Ademas, dos estudios, uno
realizado con crias del carbonero comun (Parus major) y otro con crias del lebn marino
(Zalophus wollebaeki), encontraron que algunos indicadores de respuesta inmune, como el nivel
de la respuesta inflamatoria y la cantidad de anticuerpos, se correlacionan positivamente con el
nivel de heterocigosis individual (Voegeli et al. 2013; Brock et al. 2015). Estos resultados

sugieren que la edad del padre y de la madre podrian influir en la heterocigosis heredada a su
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progenie y esta a su vez, podria afectar su capacidad inmune. De hecho, también se ha sugerido
que la heterocigosis de la descendencia podria mediarse por las combinaciones de edades

parentales (Drummond y Rodriguez 2015).

En lo referente a los efectos de las edades parentales en la respuesta inmune innata de la progenie
que podrian ser mediados por procesos parentales no genéticos, tres procesos podrian ser
relevantes: la influencia de la experiencia inmunoldgica de ambos padres, proceso conocido
como "transgenerational immune priming™ (TGIP, por sus siglas en inglés) (Roth et al. 2010,
2012 y 2018), la trasferencia de anticuerpos maternos a la descendencia (Grindstaff et al. 2003;
Gasparini et al.2006), y los cuidados parentales (Lobato et al. 2005; Owen et al. 2010). EI TGIP
ha sido documentado en numerosos organismos. Por ejemplo, en el chochin criollo, las madres
inyectadas antes de la puesta con un lipopolisacarido que funciona como antigeno, producen
crias hembra con una mayor respuesta inmune ante PHA, en comparacion con las crias hembra
engendradas por madres que no son expuestas a ningun reto inmune (Bowers et al. 2012). En la
gaviota de patas negras (Rissa tridactyla) las madres infestadas por ectoparasitos del género
Ixodes producen descendencia con mayor cantidad de anticuerpos que las madres no infestadas
por ectoparésitos (Gasparini et al. 2006). De forma similar, las crias del pez aguja (Syngnathus
typhle) cuyos padres y madres fueron infectados por bacterias del género Vibrio producen una
mayor cantidad de linfocitos cuando son infectadas por la misma bacteria, a diferencia de las
crias que son producidas por parejas donde un solo progenitor es infectado (Roth et al. 2012).
Ademas, estudios similares en la misma especie de pez han encontrado que cuando uno o ambos
padres estan infectados por bacterias del género Vibrio se activan genes relacionados con la
respuesta inmune innata en etapas neonatales tempranas de la progenie, y que Unicamente
cuando ambos padres estan infectados por estas bacterias se expresan genes relacionados con la
defensa inmune adquirida en etapas neonatales mas tardias de la descendencia (Roth et al. 2010;
Beemelmanns y Roth 2016). Es decir, la interaccion de la condicion inmunologica del padre y
de la madre podria tener una influencia en la expresion de genes relacionados con la capacidad

inmune de la progenie en diferentes etapas de su desarrollo.

"The transgenerational immune priming” podria ser muy relevante porque, aunque estos
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estudios no evaltan directamente la relacion entre la edad de los padres y la capacidad inmune
de la progenie, se sabe que los individuos senescentes podrian tener mayor probabilidad de ser
infectados por patogenos (Williams y Day 2003; Palacios et al. 2011), y esta condicion podria
permitir que su progenie se vea dotada de una defensa inmune mas preparada en contra de una
mayor variedad de antigenos. Es decir, el TGIP podria favorecer a la descendencia de los
individuos senescentes a pesar de que la respuesta inmune disminuya con la edad en la mayoria
de los vertebrados (Palacios et al. 2007, 2011; Montgomery y Shaw 2015).

La transferencia de anticuerpos maternos hacia las crias es también un proceso bien
documentado en aves (Gasparini et al.2006; Hasselquist y Nilson 2009) y mamiferos (Reuman
et al. 1983; Van Maanen et al. 1992), incluyendo humanos (Macchiaverni 2011). Aunque es de
esperase que la capacidad de transferir componentes inmunitarios a las crias durante su
desarrollo prenatal varie en relacion con la edad materna (Beamonte-Barrientos et al. 2010), no
hay estudios que hayan evaluado esta posibilidad empiricamente. Hasta ahora, algunos estudios
en vertebrados y varios estudios en invertebrados, han documentado una influencia de la edad
de las madres en el tamafio de los huevos o de las crias en etapas neonatales, y han asociado esta
influencia con la calidad de los efectos maternos, especificamente con la provision de sustancias
nutritivas o inmunitarias de las madres hacia sus crias en etapas prenatales. Por ejemplo, en la
avispa Eupelmus vuilletti, el tamafio y contenido nutricional de los huevos disminuye conforme
avanza la edad de las madres (Giron y Casas 2003). En la carpa oceénica (Sebastes alutus) las
madres viejas provisionan a sus crias con globulos de aceite méas grandes que las madres jovenes
(Arnold et al. 2018). Y en el bobo de patas azules parece que la calidad de los efectos maternos
pre-eclosion, relacionada con la edad de las hembras, influye en la calidad de la progenie:
despues de intercambios reciprocos de puestas entre madres de diferentes edades el éxito
reproductivo (i.e., nimero de volantones) de las hembras adoptivas senescentes fue mayor
cuando los huevos adoptados provinieron de madres de edades intermedias (en su pico
reproductivo) que cuando provinieron de madres jovenes o senescentes. Este estudio sugiere
gue las madres senescentes ajustan sus cuidados en funcion de la calidad prenatal de la
descendencia, transfiriendo mayores componentes maternos al huevo cuando las crias

provinieron de madres bioldgicas de edades intermedias (Beamonte-Barrientos et al. 2010).
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Finalmente, la calidad de los cuidados parentales es otro factor no genético que podria subyacer
al efecto de la edad de los padres en el desarrollo de la respuesta inmune innata de la progenie
(Lobato et al. 2005; Owen et al. 2010). La capacidad de los padres para conseguir alimento y
sitios reproductivos de calidad puede mejorar o empeorar con la edad (Komdeur 1995; Bradley
y Safran 2014; Lecomte et al. 2010). La capacidad de los padres para proveer alimentos podria
impactar en el estado nutricional y crecimiento de las crias, lo que podria afectar la produccion
de las macromoléculas que necesitan para la construccion de sus leucocitos (e.g., aminoacidos
y lipidos), y por lo tanto, su respuesta inmune innata (Lobato et al. 2005; Owen et al. 2010). Por
ejemplo, en el papamoscas cerrojillo se documentd que las crias con una menor masa corporal
presentaron una respuesta inmune innata deficiente, reflejada como cocientes
heterofilos/linfocitos y cantidades de heteréfilos mas altos, que las crias con mayor masa
corporal (Lobato et al. 2005).

En adicion a la habilidad de los padres para alimentar a sus crias, la capacidad de los padres para
elegir sitios reproductivos gque protejan a su descendencia de las inclemencias del ambiente (e.g.,
altas temperaturas, exposicion a contaminantes) y de la incidencia de patdgenos, podria influir
en el desarrollo de la respuesta inmune innata de la progenie (Al-Murrani et al. 1997; Ruiz et al.
2002; Banbura et al. 2013). Por ejemplo, en dos especies de aves, el herrerillo comudn (Cyanistes
caeruleus) y el carbonero comin, se documentd que las crias eclosionados en habitats con
cobertura vegetal abundante y temperatura ambiental baja, presentaron cocientes de
heteréfilos/linfocitos menores que las crias nacidas en ambientes con poca cobertura vegetal y
alta temperatura ambiental (Banbura et al. 2013). Estos estudios sugieren que el cambio en los
cuidados parentales con la edad podria afectar la respuesta inmune innata de la progenie.
Ademas, debido a que la inversién reproductiva de uno de los padres podria verse afectada por
la edad del otro padre (Ramos et al. 2014 b; Drummond y Rodriguez 2015; Bowers et al. 2017),
las combinaciones de edades parentales podrian tener impactos sobre diversos componentes de
la respuesta inmune innata de la progenie que podrian ser mediados por cambios en los cuidados

parentales (Ramos y Drummond 2018).
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Indicadores celulares de la capacidad inmune innata en vertebrados

Algunos estudios biomédicos han utilizado la cantidad de leucocitos como indicador de la
eficiencia de la respuesta inmune y se han enfrentado con la dificultad de interpretar si la
cantidad de cualquier tipo de leucocito en un momento dado refleja la causa o la consecuencia
de la exposicion a un agente extrafio (Duvfa y Allander 1995; Figuerola et al. 1999; Saks et al.
2003). Sin embargo, algunos estudios ecolégicos, principalmente en aves, han documentado que
ciertos tipos de leucocitos se correlacionan con diferentes pardmetros fisioldgicos que son
afectados por la exposicion a factores estresantes y que por lo tanto, podrian funcionar como
indicadores de la inmunocompetencia mediada por estrés en animales (Davis et al. 2008). En
estos estudios se ha observado que la cantidad de heterdfilos y linfocitos en sangre periférica se
ve influida por la exposicion a temperaturas altas y otros factores estresantes (Al-Murrani et al.
1997; Ruiz et al. 2002; Davis et al. 2004; Krams et al. 2012). La exposicion a condiciones de
estrés se correlaciona, por separado, con un aumento en la cantidad de heteréfilos y una
disminucion en el nimero de linfocitos en sangre periférica (Davis et al. 2008). Con base en
estas observaciones, varios estudios ecoldgicos posteriores utilizaron la cantidad de heteréfilos
relativa a la cantidad de linfocitos (H:L) en sangre periférica como un indicador de la respuesta
inmune innata en vertebrados, ya que valores bajos de este cociente reflejan una adecuada
movilizaciéon de ambos tipos celulares en el organismo ante algin factor estresante,
movilizacion que es fundamental para activar la respuesta inmune innata (Vleck et al. 2000;
Lobato et al. 2005; Davis et al. 2008; Mdller et al. 2011; Banbura et al. 2013). Durante la
exposicion a factores estresantes, los heterofilos fluyen desde la médula dsea hacia los vasos
sanguineos periféricos, mientras que los linfocitos se redistribuyen en otros compartimientos
del cuerpo, por ejemplo, en los nddulos linfaticos, el bazo, la médula espinal y la piel (Davis et
al. 2008). En algunas especies de aves como la gallina, el carbonero comudn y el gorrién
mexicano (Carpodacus mexicanus), valores bajos de H:L estan relacionados con una baja
susceptibilidad a agentes infecciosos como Salmonella typhimurium y Brucella abortus (Al-
Murrani et al. 2002; Davis et al. 2004; Krams et al. 2012), y con una baja infestacion por
garrapatas (Lobato et al. 2005). Asimismo, valores bajos de H:L se correlacionan con tasas altas
de crecimiento y una probabilidad alta de reclutamiento en algunas especies de aves como el

papamoscas cerrojillo (Moreno et al. 2002; Lobato et al. 2005).
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En adicién a los valores de H:L, se ha sugerido utilizar otros indicadores celulares, como la
cantidad de eosindfilos en sangre circulante, para evaluar la capacidad inmune innata en
vertebrados (Davis et al. 2008). Esto ultimo porque el sistema inmunitario en vertebrados es
sumamente complejo e involucra muchos tipos celulares con funciones diversas (Gordon 1955;
Wojtaszek 2002; Belden y Kiesecker 2005), los cuales no han sido caracterizados ni entendidos
en muchas poblaciones silvestres. La cantidad de eosindfilos suele relacionarse con varios
agentes estresores como la presencia de parasitos. Por ejemplo, en la rana arborea gris (Hyla
versicolor) se encontr6 que altos niveles de estrés provocan una disminucion en la cantidad de
eosindfilos y a su vez, una alta susceptibilidad frente a endoparésitos del género Alaria (Belden
y Kiesecker 2005); mientras que en el cobayo (Cavia porcellus) se ha observado que los
individuos infectados por garrapatas (Amblyomma americanum) presentan bajas cantidades de
eosindfilos (Brown et al. 1982). En esta tesis, utilicé los valores de H:L y la cantidad de
eosindfilos en sangre circulante de crias de bobos de patas azules a los 20 y 35 dias de edad

como indicadores de la capacidad inmune innata.

El bobo de patas azules como modelo de estudio

El bobo de patas azules (Sula nebouxii) es un ave marina colonial que se reproduce
estacionalmente en algunas islas del Pacifico tropical oriental. Estas aves presentan monogamia
social (Nelson 1978). Las hembras ponen de uno a tres huevos y ponen sus huevos a intervalos
de cuatro dias (Drummond et al. 1986; Drummond y Garcia Chavelas 1989). Ambos padres
participan en la incubacion durante 40 - 48 dias, y cuidan y alimentan a los pollos durante tres
0 cuatro meses (Guerra y Drummond 1995). Este estudio se realiz6 en la colonia reproductiva
de isla Isabel, México, en la cual se ha documentado que el intervalo de eclosion confiere
ventajas competitivas a las crias que eclosionan primero, las cuales llegan a expulsar a sus
hermanos menores del nido cuando la comida es escasa (fratricidio facultativo; Drummond et
al. 1986; Drummond y Garcia Chavelas 1989). A pesar de las desventajas competitivas que las
segundas crias enfrentan respecto a sus hermanos mayores, ambos tipos de crias alcanzan masas
y tamafios similares al emplumado (Drummond et al. 1991 y 2003). Ambos sexos contribuyen

de forma similar al cuidado y alimentacion de las crias, pero a partir de los 10 dias de edad de
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la nidada, las hembras, las cuales son 30% mas pesadas que los machos, proporcionan a sus
pollos una mayor cantidad de alimento y con mayor frecuencia durante el dia que los machos;
mientras los machos parecen dedicar mas tiempo a la defensa del territorio (Guerray Drummond
1995). Las crias comienzan su transicién a la independencia a los 70 dias de edad (Drummond
et al. 2003) y, aproximadamente, un 35 % de los volantones producidos en Isla Isabel regresan
a su poblacion natal como individuos reproductores (Drummond et al. 2003). Los machos y
hembras reclutas que regresan a reproducirse a Isla Isabel anidan en sitios que se encuentran

hasta 39.4m y 42.2m de su sitio natal, respectivamente (Sin-Yeon et al. 2007).

Los bobos de patas azules pueden vivir mas de 20 afios y, en ambos sexos, el éxito reproductivo
(nimero de volantones) incrementa con la edad hasta los 8-10 afios, y a partir de entonces
comienza a decaer (Beamonte-Barrientos et al. 2010; Velando et al. 2011). La proporcién
promedio de adultos senescentes (>12 afios) en Isla Isabel, por temporada reproductiva es del
18%; la menor proporcidn de adultos reproductores senescentes registrada fue del 5% en el
2016, y la maxima fue del 36%, en el 2012 (datos obtenidos de 15 temporadas reproductivas,
del 2002 al 2016). El lazo de pareja dura en promedio 1.7 afios y puede durar hasta nueve afos
seguidos (Sanchez-Macouzet et al. 2014) y en 2011 el 11% de 423 crias provinieron de un
macho fuera del lazo de pareja (Ramos et al. 2014 a). En esta poblacion, es frecuente la
formacion de parejas donde los adultos tienen edades diferentes (Drummond y Rodriguez 2015;

Ramos y Drummond 2018).

Una de las principales amenazas a las que se enfrentan las crias del bobo de patas azules y de
otras aves es la infestacion por ectoparasitos, debido a que presentan un sistema inmune
inmaduro y una movilidad restringida (Ramos y Drummond 2017). Carios denmarki es el
ectoparasito mas comun en la poblacion de bobos de patas azules en la Isla Isabel. Esta garrapata
presenta una movilidad limitada, su transmision es pasiva y varia con la densidad de la poblacién
de hospederos (Ramos y Drummond 2017). Las hembras pueden poner de 5 a 500 huevos que
eclosionan como larvas y pasan de 4 a 7 instares ninfales antes de convertirse en adultos. Las
larvas usualmente toman varios dias para extraer la sangre de sus hospederos, mientras que las

ninfas toman una gran cantidad de sangre en tan solo 25 a 60 minutos. Las larvas son las que
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infestan a las crias y se presentan en mayor abundancia cuando estas alcanzan cuatro semanas
de edad (Ramos y Drummond 2018). El grado de infestacidn por estas garrapatas en las crias se
relaciona con la combinacién de edades parentales: las crias provenientes de padres con edades
disimiles presentan una menor cantidad de garrapatas que las crias de padres similarmente
jévenes o similarmente viejos. (Ramos y Drummond 2018). Este resultado sugiere que la
inmunocompetencia en las crias, en especifico la eficiencia de su respuesta inmune innata, que
es la primera en activarse ante cualquier patdgeno, podria ser un mecanismo que module el
efecto de la combinacion de edades parentales tanto en la infestacidn por garrapatas como en la

probabilidad de reclutamiento de las crias.

ANTECEDENTES

Hasta ahora, en pocas especies se ha evaluado el impacto de las diferentes combinaciones de
edades parentales sobre componentes de calidad de la progenie (Drummond y Rodriguez 2015).
En invertebrados, un solo estudio en Drosophila melanogaster ha explorado el efecto
combinado de la edad de ambos padres en la calidad de la progenie. Sugiere que el nivel de
asimetria en estructuras bilaterales (longitud y ancho de las alas y longitud de los fémures)
incrementa conforme aumenta la edad de ambos progenitores, y que esto podria tener
implicaciones para la supervivencia de la progenie (Colines et al. 2015). Algunos estudios en
humanos han revelado que la probabilidad de que los recién nacidos presenten labio leporino
aumenta conforme avanza la edad de la madre, después de los 35 afios, pero solo si la edad del
padre también es mayor a 35 afios (Bille et al. 2005). Asi mismo, se ha observado que la
probabilidad de que la progenie presente sindrome de Down aumenta cuando el padre tiene mas
de 35 afios, pero solo si la hembra tiene més de 35 afios (Fisch et al. 2003).

Hasta ahora, Unicamente cuatro estudios en animales silvestres han evaluaado cémo la
combinacion de edades parentales afecta diferentes atributos relacionados con la adecuacion en
la progenie. Un estudio en el pajaro bobo de patas azules en la Isla Isabel, Nayarit, demostrd
gue la combinacion de edades de los padres influye en la probabilidad de reclutamiento de los
volantones: las crias de madres jovenes apareadas con padres viejos y de madres viejas

apareadas con padres jovenes tienen mayor probabilidad de reclutar que las crias de padres
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similarmente jovenes o similarmente viejos (Drummond y Rodriguez 2015). Otro estudio
reciente en dos especies de Iémures en cautiverio documentd que existe una disminucion en el
tamanio de la camada cuando la madre es 4 afios mas vieja que el padre, pero que la sobrevivencia
de las crias hasta el destete es mayor cuando las madres viejas se aparean con padres jovenes
(Tidiére et al. 2018). Otro estudio reciente en el chochin criollo evalu6 como la capacidad
inmunitaria de la descendencia se ve afectada por la combinacion de las edades parentales, lo
cual puede tener implicaciones directas para la supervivencia juvenil (Juul-Madsen et al. 2008;
Owen et al. 2010). La respuesta inflamatoria de las crias ante fitohematoglutinina (PHA) es
mayor cuando la madre es vieja (i.e., tres 0 mas afios) y el padre joven (1 afio) (Bowers et al.
2017). Ademaés de mostrar que la respuesta inmune de las crias se ve afectada por la interaccion
de la edad de ambos padres, este estudio sugiere que puede haber emparejamientos selectivos
con base en la combinacion de edades parentales que pueden favorecer la respuesta inflamatoria
de las crias ante PHA y, posiblemente, la capacidad inmune de la descendencia (madre vieja y
padre joven). La combinacion de edades parentales donde la hembra es vieja y el padre joven
es comun en la poblacion de chochines y se mantiene constante a lo largo de la temporada
reproductiva (Bowers et al. 2017), y se ha sugerido que las hembras podrian estar evaluando un
rasgo en los machos que esté relacionado con proporcionar una mayor inmunocompetencia, y

por lo tanto, mayores probabilidades de sobrevivir a su descendencia (Bowers et al. 2017).

El cuarto estudio enfocado en entender cémo la combinacion de edades parentales podria influir
en las capacidades de la progenie proviene también del programa de monitoreo de largo plazo
de la biologia reproductiva del bobo de patas azules, en Isla Isabel, Nayarit. Las crias de parejas
con un padre joven y el otro viejo presentan un menor nivel de infestacion por garrapatas Carios
denmarki que las crias de parejas donde ambos padres son jovenes o viejos (Ramos y
Drummond 2018). Sugiere que las crias de un progenitor viejo y el otro joven tienen mayores
probabilidades de reclutar que las crias de padres similarmente jovenes o similarmente viejos
(Drummond y Rodriguez 2015). Podria ser mediado por una interaccion de las edades parentales
sobre la capacidad inmune de las crias. Estos dos tltimos estudios del bobo de patas azules son

la base que fundamenta mis siguientes objetivos e hipétesis de trabajo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar como las edades de ambos padres en el bobo de patas azules influyen en la respuesta
inmune innata de la progenie, e identificar si esta influencia de las edades parentales en la
respuesta inmune innata de la progenie podria deberse a mecanismos que acttan a nivel (1)

genético o de efectos maternos (antes del nacimiento) versus (2) a nivel de cuidados parentales.

Obijetivos especificos

e Evaluar mediante un experimento de intercambio reciproco de puestas si la edad de la
madre bioldgica y la edad del padre bioldgico tienen un efecto de interaccion sobre
diferentes indicadores celulares de la respuesta inmune innata de las crias (i.e, efectos
de la edad parental via genética o por medio de efectos maternos no genéticos).

e Evaluar mediante el mismo experimento de intercambio reciproco de puestas si la edad
de la hembra adoptiva y la edad del macho adoptivo tienen un efecto de interaccion sobre
diferentes indicadores celulares de la respuesta inmune innata de las crias adoptadas (i.e,

efectos de la edad parental mediados por los cuidados parentales).

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipétesis 1. Efecto de las edades de ambos padres bioldgicos sobre la inmunidad innata de
la progenie

Las crias engendradas por parejas donde un consorte es joven y el otro viejo tienen una mayor
respuesta inmune innata que las crias engendradas por parejas donde ambos consortes son

jovenes o viejos.

Predicciones
Las crias engendradas por parejas donde un consorte es joven y el otro viejo y que estuvieron
bajo el cuidado de parejas adoptivas jovenes, tendran:

1A. Valores del cociente heterofilos: linfocitos (H:L) mas bajos

1B. Conteos de heterofilos méas bajos

1C. Conteos de eosinofilos mayores
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que las crias engendradas por parejas donde ambos consortes son jovenes y que estuvieron bajo
el cuidado de parejas adoptivas igualmente jovenes.

Hipotesis 2. Efecto de las edades de ambos adultos adoptivos sobre la inmunidad innata
de la progenie

Las crias cuidadas por parejas donde un consorte es joven y el otro viejo tienen una mayor
respuesta inmune innata que las crias cuidadas por parejas donde ambos consortes son jovenes

0 Viejos.

Predicciones
Las crias adoptadas por parejas donde un consorte es joven y el otro viejo y que fueron
engendradas por una hembra y un macho joven tendran:
2A. Valores del cociente heterdfilos: linfocitos (H:L) méas bajos
2B. Conteos de heterdfilos més bajos
2C. Conteos de eosindfilos mayores
que las crias adoptadas por parejas donde ambos consortes son jovenes y que fueron

engendradas por una madre y un padre joven.

JUSTIFICACION

Este estudio sera la primera evaluacion de como la combinacion de edades parentales influye
en la respuesta inmune innata de la progenie en una poblacion silvestre donde ambos padres
contribuyen con el cuidado de las crias. Permitira tener un mejor entendimiento de los
mecanismos que podrian mediar la influencia de la edad de ambos padres en la viabilidad de la
descendencia, ya que por primera vez se evaluard experimentalmente si el posible efecto
combinado de las edades parentales puede atribuirse a procesos que acttan a (1) nivel genético
0 de efectos maternos versus (2) nivel de cuidados parentales. En particular, los resultados de
este estudio permitiran entender si la relacion entre las edades parentales y la probabilidad de
reclutamiento y la infestacion por garrapatas en las crias del bobo de patas azules podria
atribuirse a un efecto combinado de las edades parentales en la respuesta inmune innata de la

progenie.
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Ademaés de la relevancia que este trabajo de investigacion podria tener para el estudio de la
senescencia en poblaciones silvestres, sus resultados podrian tener implicaciones importantes
para la eleccion de pareja. Esto porque la respuesta inmune innata es un importante indicador
de la calidad de las crias que influye en su sobrevivencia a corto y largo plazo, y si la edad propia
y de la pareja pueden influir en esta cualidad de la descendencia, entonces los individuos
deberian elegir a su pareja en funcion de atributos que reflejen su edad y que maximicen la
viabilidad de la descendencia en un evento reproductivo dado. Asimismo, los resultados de este
trabajo podrian tener implicaciones para la dindmica de las poblaciones, ya que las diferentes
combinaciones de edades parentales podrian dar lugar a variacién en la capacidad inmunitaria
de la descendencia, y esta variacion podria influir en las tasas de supervivencia y reclutamiento,

y por lo tanto, en la tasa de crecimiento poblacional.

METODOLOGIA

Area de estudio

El estudio se realizo del 17 de febrero al 01 de junio del 2017 en la colonia reproductiva de
bobos de patas azules de Isla Isabel, una isla volcanica tropical de 194.17 ha, situada a 28 Km
de la costa de Nayarit, en el Pacifico Mexicano (21°51’ N, 105°53°0; CONANP 2005). Esta isla
presenta un clima calido con lluvias de mayo a septiembre (Ruiz 1977). La isla estd cubierta
principalmente por un bosque tropical caducifolio, conformado por el roache (Crataeva tapia)
y el papelillo (Euphorbia schlechtendalli) como especies arbdreas o arbustivas (CONANP
2005). También hay pastizales compuestos por el camalote (Trichachne insularis), coquillo rojo
(Cyperus ligularis) y el guachapure (Cenchrus viridis) (Mayani-Paréas et al. 2015). Existen zonas
sin vegetacion: playas, isleos y litoral rocoso (CONANP 2005). La zona de monitoreo de la
colonia de bobos de patas azules se localiza en la cara este de la isla. En esta zona, los nidos
pueden establecerse dentro del bosque o en el borde de la playa, entre los manchones de pastizal

o0 en la arena desnuda (Mayani-Paras et al. 2015).
Procedimientos generales

La colonia de bobos de patas azules de Isla Isabel ha sido monitoreada cada afio desde 1988 en

dos 4reas de estudio de 20800 m? y 6089 m?, separadas aproximadamente por 400 m. En estas
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dos éreas de estudio se establece aproximadamente el 65% de todas las parejas reproductivas en
la isla (Sdnchez-Macouzet et al. 2014). En promedio, en la zona de estudio se establecen 825
nidos (+ desviacion estandar: 266 parejas) cada temporada reproductiva, entre diciembre y julio
(Torres y Drummond 1999). Aproximadamente, el 90% de los adultos en la colonia estdn

marcados con anillos de acero grabados con una identidad alfanumérica individual.

Durante el monitoreo de la biologia reproductiva del bobo de patas azules, cada nido encontrado
es marcado con una estaca numerada, y su contenido es revisado cada tercer dia. Una vez que
la mayoria de los pollos en la colonia alcanzan 30 dias de edad, la revision de nidos se realiza
cada seis dias (Drummond et al. 2003). De cada nido se registra la identidad de ambos adultos
durante tres observaciones independientes de sus anillos; el sexo de los adultos se determina
con base en sus vocalizaciones: los machos emiten un silbido agudo; mientras que las hembras
emiten un graznido grave (Sanchéz-Macouzet et al. 2014). La edad de los adultos reproductores
es estimada con base en la diferencia (en afios) entre su afio de nacimiento y el afo de

reproduccion corriente.

Durante el monitoreo, se registra la fecha de puesta y de eclosion de cada huevo, asi como el
destino de cada huevo o pollo, es decir, si los huevos son depredados, desaparecen, o eclosionan,
y si los pollos son depredados, desaparecen, o se encuentran vivos o muertos en el nido o
cercanos a este (Drummond et al 2003). Cuando no es posible conocer la fecha probable de
puesta de los huevos durante el monitoreo, esta se estima por medio del método de flotacion de
huevos o a partir de la fecha de eclosion de los mismos (Drummond et al. 1991). Cuando no es
posible estimar la fecha de eclosion durante el monitoreo, esta se estima contrastando las
primeras medidas de longitud del pico y de la ulna, y la masa de los pollos con curvas de
crecimiento estandarizadas para diferentes tipos de cria (primera, segunda o tercera cria en
eclosionar) (Drummond et al. 1991). Cada cria recién eclosionada se mide (longitud de ulna y
pico en mm), se pesa y se marca con un anillo de plastico con una identidad alfanumérica
individual, y se monitorea su supervivencia hasta alcanzar los 70 dias de edad, cuando son
consideradas volantones y comienzan a hacer la transicion a la independencia (Drummond et al.

2003). A los 70 dias de edad, el anillo de pléstico es reemplazado por un anillo de acero
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(Drummond et al. 2003). El sexo de las crias no se determina ni visual ni auditivamente, ya que
antes de la adultez las crias no presentan ningun tipo de dimorfismo; el sexo de las crias es
determinado hasta que algunas de ellas (aproximadamente el 35 %; Drummond et al. 2003)
regresan a la colonia como adultos reproductores, entre los 2 y 6 afios de edad (Drummond et al

2003; Ancona y Drummond 2013).

Disefio experimental

Durante latemporada reproductiva de 2017, se realiz6 un intercambio reciproco de puestas entre
parejas de adultos con diferentes combinaciones de edades, de la siguiente forma: (A)
intercambios entre parejas donde el macho era joven y la hembra vieja versus parejas donde
ambos adultos eran jovenes; (B) intercambios entre parejas donde el macho era viejo y la hembra
joven versus parejas donde ambos adultos eran jovenes; (C) intercambios entre parejas donde
ambos adultos eran jovenes (Grupo control). No fue posible incluir la combinacion de edades
parentales macho viejo - hembra vieja en estos intercambios porque tales parejas son poco
abundantes en la poblacién. Los individuos se consideraban como jévenes si tenian entre 4 y 10
afios de edad, y como viejos si tenian >12 afios de edad. Esta clasificacion de clases de edad se
hizo con base en el decaimiento en la probabilidad de reclutamiento de las crias con relacion a

la edad de ambos padres, reportado por Drummond y Rodriguez (2015).

Para realizar los intercambios de puestas se llevd a cabo el siguiente procedimiento. Se marcé
con lapiz el orden en que cada huevo fue puesto por la hembra en nidos donde ambos padres
estaban anillados, y eran adultos de edad conocida. Cuando el orden de puesta no se conocia
con exactitud, este y la edad de la puesta se determinaron con base en la flotacién de los huevos.
Solamente se intercambiaron nidadas entre parejas con el mismo nimero de huevos y cuyas
fechas de puesta de su primer huevo no diferian entre si en mas de seis dias. Con base en este
disefio experimental se generaron los tratamientos de intercambios entre padres bioldgicos y

adoptivos presentados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Tratamientos experimentales generados con base en el intercambio reciproco de puestas. MJ =

macho joven, HJ = hembra joven, MV = macho viejo y HV = hembra vieja.

Tratamientos Padres biologicos Padres adoptivos
Control MIJ-HJ MIJ-HJ
MV-HJ MJ-HJ
MIJ-HV MJ-HJ
Grupo 3 MIJ-HJ MV-HJ
Grupo4 MIJ-HJ MIJ-HV

Recoleccion de muestras de sangre

Entre el 17 de febrero y el 01 de junio de 2017, se obtuvieron muestras de sangre de las crias
resultantes de los intercambios reciprocos cuando estas tuvieron 20 y 35 dias de edad, con el
objetivo de estimar su respuesta inmune innata. La respuesta inmune innata pudo ser inducida,
entre otras cosas, por la presencia de garrapatas Carios denmarki y otros ectoparasitos como
moscas hipobdscidas o los patdgenos que estas podrian transmitir (e.g., Escherichia coli,
Francisiella tularensis; Lehmann 1993; Willadsen y Jongejan 1999). Las garrapatas son los
ectoparasitos mas comunes en las crias de los bobos de patas azules en Isla Isabel (Ramos y
Drummond 2018), y suelen encontrase principalmente debajo de las axilas (Ramos y
Drummond 2017). La probabilidad de observar una activacion de la respuesta inmune en las
crias podria ser mayor durante los 20 y 35 dias de edad, cuando la infestacion por garrapatas es

mayor en la colonia focal (Ramos y Drummond 2017).

De cada cria focal se recolectaron 10ul de sangre por medio de una puncion en la vena braquial;
esta sangre se depositdé en un tubo microtainer con anticoagulante de &cido
etilendiaminotetracético (EDTA) (Deschka, 2016; BD Vacutainer, 2016). Las muestras de
sangre se transportaron en una hielera con bolsas de gel refrigerante para mantener una
temperatura de 2-5 °C y evitar asi que los leucocitos sufrieran precipitacion, modificaciones
estructurales o muerte (OIE 2008). En un lapso no mayor a dos horas después de la toma de
sangre, se realizaron tres frotis por cada muestra, cada uno se hizo con 5ul de sangre, utilizando

la técnica del portaobjetos en cufia (Naranjo, 2008, Carr y Rodak, 2010). A cada barrido de
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sangre se le aplico una tincion con colorante de Wright (Naranjo, 2008; MATERLAB, 2013;
Carr y Rodak, 2010). Los frotis se almacenaron en un lugar seco y fresco durante 17 semanas y
posteriormente se observaron en el microscopio y se hicieron los conteos de leucocitos

(linfocitos, monocitos y granulocitos: heterdfilos, eosinofilos y basofilos).

Este estudio se llevo a cabo bajo las normas éticas de la Animal Behavior Society y las normas
mexicanas para la investigacion en Parques Nacionales, y Conservacion y Bienestar Animal. La
especie de estudio no esta clasificada como “en peligro” o protegida por la norma 059-2010 de
la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). Los métodos de
monitoreo fueron aprobados por la Direccion General de Vida Silvestre y la Secretaria de
Gestion para la Proteccion Animal (permiso SEMARNAT SGPA/DGVS/11084/16). La toma
de muestras de sangre se llevé a cabo bajo sombra y tom6 menos de cinco minutos por individuo,
tras lo cual, las crias fueron devueltas a sus nidos, donde fueron aceptados inmediatamente por
los padres. Ninguna de las crias manipuladas pereci6 durante la manipulacion ni en las 48 horas

posteriores a la colecta de sangre.

Conteo de leucocitos

Se realizaron varias practicas de identificacion de los diferentes grupos de leucocitos y los
conteos se hicieron siguiendo la metodologia de Carr y Rodak (2010). Primero, se realiz6 una
evaluacion global de la calidad de los frotis mediante un barrido a lo largo de todo el frotis con
un microscopio binocular modelo Primo Star usando el objetivo 10X. Se puso especial atencién
en la calidad de la coloracion y la adecuada distribucion de las células, y con base en estos dos
criterios se eligié el mejor de los tres frotis que fueron obtenidos por cada muestra de sangre
correspondiente a cada cria focal. Posteriormente, utilizando el objetivo 40X se localiz la
monocapa del frotis, es decir, el area donde las células se encuentran distribuidas uniformemente
y apenas se tocan unas con otras, o0 donde no mas de dos o tres células se superponen. En esta
zona de la monocapa del frotis se hizo el conteo de las células en 10 campos diferentes elegidos
al azar, y se calcul6 el promedio de leucocitos por campo. El promedio se multiplico por dos,
una constante con la que se obtiene la aproximacion de leucocitos totales por mm?®. Después,

usando el objetivo 100X sobre la monocapa del frotis, se hizo el recuento diferencial de
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leucocitos. Para ello, se contaron y clasificaron 100 leucocitos consecutivos de modo
sistematico, haciendo un recorrido en patron de guarda griega. A partir de este conteo se obtuvo
un porcentaje de cada tipo celular. Finalmente, se obtuvieron los valores absolutos de cada tipo

de leucocito por medio de la siguiente formula:

Total de células de la linea celular = % de la linea celular X total de leucocitos
100

Antes de iniciar con los conteos formales, se realizaron pruebas de confiabilidad para estimar la

consistencia intra-observador en los conteos de leucocitos por campo con el objetivo 40X. Estas
pruebas se realizaron con el indice a de Conbrach (Gliem y Gliem 2003; Tovakol y Dennick
2011), el cual asume que los datos miden un mismo constructo y que estan altamente
correlacionados. Cuanto méas cerca de 1 sea el valor de alfa de Conbrach, mayor es la
consistencia interna de las mediciones. Las pruebas de confiabilidad se realizaron sobre tres
conteos repetidos de 50 campos, y los valores obtenidos se analizaron en el programa de
computo estadistico R version 3.5.0 (R Core Team, 2018). Los valores de alfa de Conbrach

obtenidos en estos tres conteos repetidos fueron 0.97, 0.98 y 0.99.

ANALISIS ESTADISTICOS

Como variables dependientes utilicé tres indicadores de la respuesta inmune innata de las crias:
el cociente heterofilos: linfocitos, el nimero de heterdéfilos y el nimero de eosinéfilos en sangre
periférica, todos a los 20 y 35 dias de edad de las crias focales. El cociente heterofilos:linfocitos
se calculd dividiendo el ndmero de heterdfilos entre el ndmero de linfocitos, y calculé el
logaritmo decimal de estos cocientes para obtener una distribucién normal (Osborne 2002;
Benoit 2011). EI nimero de heteréfilos y el namero de eosinéfilos no fueron transformados y

se utilizaron como conteos en los analisis.

Para poner a prueba mi primera hipotesis, la cual propone que las crias engendradas por parejas
donde un consorte es joven y el otro viejo tendran una mayor respuesta inmune innata que las
crias engendradas por parejas donde ambos consortes son jovenes, utilicé los datos de las crias

cuyos padres bioldgicos eran joven-joven, viejo-joven o joven-vieja, pero que fueron adoptadas
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por parejas de adultos jovenes. De esta manera mantuve constante el efecto de la edad de los
adultos adoptivos, y por lo tanto, los efectos de la edad parental que podrian ser mediados por

la calidad de los cuidados parentales.

Para poner a prueba mi hipétesis dos, la cual propone que las crias adoptadas por parejas donde
un consorte es joven y el otro viejo tendran una mayor respuesta inmune innata que las crias
adoptadas por parejas donde ambos consortes son jovenes, utilicé los datos de las crias que
fueron adoptadas por parejas con combinaciones de edades joven-joven, viejo-joven y joven-
vieja, pero cuyos padres bioldgicos y madres bioldgicas eran todos y todas jovenes. Asi, pude
evaluar el efecto de las combinaciones de edades de los adultos adoptivos mientras mantenia
constante el efecto de las edades de los padres bioldgicos, y por lo tanto, los efectos de la edad

parental que podrian ser mediados por procesos genéticos y/o maternos no genéticos.

En los anélisis estadisticos la edad de los padres se incluyé como variable cuantitativa. Esto me
permitio considerar el efecto de la variacion en edades que existe dentro de cada categoria de
edades parentales. Utilicé Modelos Lineales Generalizados (GLMs por sus siglas en inglés)
asumiendo una distribucién de errores tipo normal y una funcién de enlace identidad, para
examinar el impacto de las edades de los padres biologicos o de los padres adoptivos (por
separado) sobre el cociente heterdfilos:linfocitos (log10) de las crias a los 20 y 35 dias de edad
(dos GLMs, uno por cada edad de las crias). En estos GLMs inclui la interaccion edad de la
madre bioldgica o adoptiva x edad del padre bioldgico o adoptivo, asi como los efectos aditivos

de los términos lineales y cuadréaticos de las edades de ambos padres bioldgicos o adoptivos.

El término cuadratico de la edad calculado como x2 no fue incluido en el modelo durante el
procedimiento de seleccion de modelos porque podria presentar una alta colinealidad con el
término lineal de la edad y producir resultados espurios. En su lugar, utilicé el polinomial
ortogonal de segundo orden, calculado por medio de una regresion polinomial cuadratica
(Crawley 2007). Ademas, inclui como covariables el nimero de garrapatas presentes en las crias
focales a los 24 y 32 dias de edad (las fechas méas cercanas a las fechas de recoleccién de

muestras de sangre periférica de las crias focales). EI nimero de garrapatas presentes en las crias
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focales fue estimado por Samantha Laguna, quien evalu6 la infestacion de las garrapatas entre
los 24 y 32 dias de edad (cerca del pico de aparicion en las crias; Ramos y Drummond 2018).

En estos GLMs inclui la fecha Juliana de eclosion de las crias focales como covariable para
tomar en consideracion las fluctuaciones en las condiciones ambientales a lo largo de la
temporada reproductiva sobre la respuesta inmune innata (Lobato et al. 2005; Owen et al. 2010).
Inclui también como covariable el tamarfio de la nidada (1 o 2 crias) porque este puede influir en
la cantidad de alimento que recibe cada cria (Drummond et al. 2003), y por lo tanto, en el
desarrollo y mantenimiento de su respuesta inmune innata (Lobato et al. 2005; Owen et al.
2010). Ademas, inclui como covariable el orden de eclosion de cada cria focal (primera o
segunda) porque este afecta su alimentacién y su experiencia social (Drummond et al. 2003), y

esto a su vez puede repercutir en su respuesta inmune (Beamonte-Barrientos et al. 2010).

Respuesta inmune innata= padre biol * madre biol + padre biol®> + madre biol? + garrap 20d +

garrap 35d + fecha eclosion + orden de eclosion + tamafio de la nidada

Respuesta inmune innata= & adopti * Q adopti + & adopti? + @ adopti? + garrap 20d + garrap

35d + fecha eclosién + orden de eclosion + tamario de la nidada

Utilicé un GLM con distribucion Poisson y una funcion de enlace log para examinar el efecto
de la interaccion entre las edades de ambos padres bioldgicos o adoptivos (por separado) sobre
el nimero de heterdfilos (# células x 10%litro) de las crias focales a los 35 dias de edad. Ademas
de incluir la interaccion entre los términos lineales de las edades de los padres bioldgicos o
adoptivos, y los efectos aditivos de los términos lineales y cuadraticos de las edades de ambos
padres bioldgicos o adoptivos, inclui el nimero de garrapatas presentes en las crias focales a los
24 y 32 dias de edad, el tamario de la nidada, la fecha Juliana de eclosion y el orden de eclosion
de las crias focales como covariables. Para examinar el efecto de la interaccion entre las edades
de ambos padres bioldgicos o adoptivos (por separado) sobre el nimero de heterdfilos a los 20
dias de edad y el nimero de eosindfilos (# células x 10%/litro) a los 20 y 35 dias de edad de las

crias, utilicé GLMs con distribucion quasipoisson y una funcién de enlace log para considerar
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la sobre-dispersion en estos conteos celulares, segun lo sugerido por Crawley (2007). En estos
GLMs con distribucion quasipoisson también inclui los efectos aditivos de los términos lineales
y cuadraticos de las edades de ambos padres biologicos o adoptivos y las mismas covariables

que consideré en los GLMs descritos arriba.

Seleccion de modelos

En cada analisis, seleccioné un modelo minimo adecuado mediante remocion secuencial de
variables (Crawley 2007), partiendo de un modelo general que incluia la interaccion de interés,
los términos cuadraticos y las covariables. Para los GLMs con distribucion normal, para la
variable H:L, estimé la significancia estadistica relacionada con el cambio en varianza
ocasionado por la remocion de cada interaccion y término de interés. Para la seleccion de
modelos con distribucién Poisson y quasipoisson para las variables nimero de heteréfilos y
eosindfilos, estimé la significancia estadistica relacionada con el cambio en devianza causado
por la remocion de las interacciones y términos de interés. Al final de cada proceso de remocion
secuencial de variables, comparé el ajuste de cada modelo minimo adecuado con el ajuste de un
modelo nulo (sin variables explicativas), segun lo sugerido por Crawley (2007). Todos los
andlisis estadisticos se realizaron en el programa de computo estadistico R version 3.5.0 (R Core
Team, 2018).

RESULTADOS

Se realizaron 93 intercambios reciprocos de puestas, los cuales involucraron 362 huevos. De los
pollos eclosionados, solamente 62 pollos pertenecientes a 51 nidos sobrevivieron al menos hasta
los 20 dias de edad. De esta muestra, solamente un pollo del grupo control muri6 antes de
cumplir 50 dias de edad, y a tres pollos pertenecientes a dos nidos distintos, del grupo control,
ya no se les dio seguimiento después de que cumplieron 20 dias de edad debido a que el
programa de monitoreo de 2017 término antes de que estos pollos cumplieran 35 dias. Ademas,
exclui un pollo perteneciente al grupo control, cuyos leucocitos no se fijaron correctamente en
ninguno de sus frotis (Tabla 2). Por lo tanto, hice el conteo diferencial de leucocitos en 61 frotis
de pollos de 20 dias de edad y en 58 frotis de pollos de 35 dias de edad. La reduccién drastica

en el tamafo de muestra de 362 huevos intercambiados a solamente 62 crias se debid a una alta
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depredacion de huevos por gaviotas pardas (Larus heermani) y de pollos menores de cinco dias

de edad por culebras falsa coralillo (Lampropeltis triangulum) (Mendoza-Hernandez vy

Drummond, datos no publicados).

Tabla 2. Total de nidos y pollos pertenecientes a cada tipo de intercambio en funcién de la combinacion de

edades de los padres biologicos y adoptivos. MJ = macho joven, HJ = hembra joven, MV = macho viejo y

HV = hembra vieja

Tipos de Padres Padres | Total de Total de pollos Total de pollos
intercambio | bioldgicos | adoptives | nidos | muestreados a los 20 dias | muestreados a los 35 dias
de edad de edad
Control MIJ-HJ MIJ-HJ 25 29 26
MV-HJ MJ-HJ 4 5 5
MIJ-HV MJ-HJ 7 9 9
3 MJ-HJ MV-HJ 7 9 9
4 MJ-HJ MIJ-HV 8 9 9
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Efecto de las edades de ambos padres bioldgicos sobre la inmunidad innata de la progenie
(Hipdtesis 1)

No se encontrd ningun efecto de la combinacion de las edades de los padres bioldgicos en
ninguno de los indicadores de respuesta inmune innata de las crias (i.e., la interaccion edad de
la madre bioldgica x edad del padre bioldgico no fue estadisticamente significativa) en ninguna
de las dos edades (20 y 35 dias; Tabla 3 y 4). Tampoco se encontré efecto independiente de la
edad de la madre bioldgica a los 20 y 35 dias de edad de la progenie en ninguno de los
indicadores de respuesta inmune innata (tabla 3 y 4). La edad del padre bioldgico se correlaciond
positivamente con el nimero de heterdfilos de las crias cuando estas alcanzaron los 35 dias de
edad, pero no a los 20 dias (Tabla 3 y 4). Las crias engendradas por machos jovenes, de entre 5
y 10 afios de edad presentaron conteos de heterdfilos hasta 33% mas bajos que los que
presentaron las crias engendradas por machos viejos, de entre 14 y 19 afios (Figura 1). Sin
embargo, la edad del padre biolégico no influyd ni en los cocientes H:L ni en el nimero de
eosinofilos de las crias, ni a los 20 ni a los 35 dias de edad (Tabla 3 y 4).
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Tabla 3. Resultados de tres modelos lineales generalizados utilizados para examinar el efecto de

las edades de los padres bioldgicos sobre la respuesta inmune innata de 35 pollos a los 20 dias de

edad.
MODELO CON DISTRIBUCION NORMAL
Variable de Variables explicativas Coeficiente (error ~ Cambio en P
respuesta estandar) varianza

Cociente Edad del padre biologico* -0.002 (0.01) 0.06 0.80

heterofilos: edad de la madre bioldgica

linfocitos
Edad del padre biol6gico? -0.26 (0.34) 0.60 0.44
Edad de la madre biol6gica? 0.40 (0.38) 1.12 0.29
Edad del padre biol6gico -0.007 (0.01) 0.18 0.67
Edad de la madre bioldgica -0.005 (0.01) 0.19 0.65
No. de garrapatas a los 24d -0.002 (0.005) 0.22 0.63
No. de garrapatas a los 32d -0.007 (0.006) 1.42 0.24
Fecha de eclosion 0.02 (0.004) 27.65 <0.001
Tamafio de la nidada 0.05 (0.14) 0.15 0.69
Orden de eclosion -0.05 (0.13) 0.15 0.69

MODELOS CON DISTRIBUCION QUASI-POISSON

Variable de Variables explicativas Coeficiente (error ~ Cambio en P
respuesta estandar) devianza

Conteo de Edad del padre biol6gico* -0.01 (0.02) 0.56 0.45

heterdfilos edad de la madre biolégica
Edad del padre bioldgico? -0.49 (0.59) 0.68 0.41
Edad de la madre biol4gica? -0.10 (0.68) 0.02 0.87
Edad del padre bioldgico 0.0008 (0.03) 0.0007 0.97
Edad de la madre bioldgica -0.02 (0.02) 1.65 0.20
No. de garrapatas a los 24d 0.0008 (0.009) 0.008 0.92
No. de garrapatas a los 32d 0.006 (0.01) 0.44 0.51
Fecha de eclosion 0.01 (0.009) 3.73 0.06
Tamafio de la nidada -0.04 (0.28) 0.03 0.86
Orden de eclosion -0.49 (0.22) 4.80 0.03
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Conteo de Edad del padre biol6gico* -0.007 (0.02) 0.08 0.77

eosindfilos edad de la madre biol6gica
Edad del padre biol6gico? -1.13 (0.74) 2.36 0.13
Edad de la madre bioldgica? -0.58 (0.86) 0.45 0.50
Edad del padre bioldgico 0.02 (0.03) 0.34 0.56
Edad de la madre bioldgica 0.01 (0.03) 0.14 0.70
No. de garrapatas a los 24d 0.007 (0.01) 0.34 0.56
No. de garrapatas a los 32d -0.01 (0.01) 1.37 0.25
Fecha de eclosion 0.02 (0.01) 3.85 0.05
Tamafio de la nidada -0.27 (0.33) 0.71 0.40
Orden de eclosién 0.11 (0.33) 0.11 0.74

Los valores de P en negritas representan las variables explicativas retenidas en los modelos minimos adecuados.
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Tabla 4. Resultados de tres modelos lineales generalizados utilizados para examinar el efecto de
las edades de los padres bioldgicos sobre la respuesta inmune innata de 33 pollos a los 35 dias de

e(lzflucj).DELO CON DISTRIBUCION NORMAL
Variable de Variables explicativas Coeficiente (error ~ Cambio en P
respuesta estandar) varianza

Cociente Edad del padre biol6gico* 0.0002 (0.01) 0.0004 0.98

heterofilos: edad de la madre bioldgica

linfocitos
Edad del padre bioldgico? -0.75 (0.39) 3.54 0.07
Edad de la madre biolégica? 0.32 (0.38) 0.75 0.39
Edad del padre biolégico 0.01 (0.02) 0.22 0.64
Edad de la madre biol6gica 0.01 (0.01) 1.47 0.23
No. de garrapatas a los 24d -0.0007 (0.007) 0.009 0.92
No. de garrapatas a los 32d -0.01 (0.008) 1.47 0.23
Fecha de eclosion 0.005 (0.005) 0.96 0.33
Tamario de la nidada -0.14 (0.17) 0.74 0.39
Orden de eclosion -0.18 (0.15) 1.40 0.24

MODELO CON DISTRIBUCION POISSON

Variable de Variables explicativas Coeficientes (error ~ Cambio en P
respuesta estandar) devianza

Conteo de Edad del padre biolégico* -0.01 (0.01) 0.55 0.45

heterdfilos edad de la madre biol6gica
Edad del padre bioldgico? -0.49 (0.38) 1.62 0.20
Edad de la madre biolégica? 0.62 (0.43) 2.10 0.14
Edad del padre bioldgico 0.06 (0.01) 15.88 <0.001
Edad de la madre biol6gica 0.006 (0.01) 0.14 0.70
No. de garrapatas a los 24d 0.01 (0.006) 2.44 0.11
No. de garrapatas a los 32d -0.01 (0.008) 1.38 0.23
Fecha de eclosién -0.003 (0.007) 0.20 0.65
Tamafio de la nidada 0.10 (0.16) 0.45 0.50
Orden de eclosion 0.18 (0.13) 2.05 0.15
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MODELO CON DISTRIBUCION QUASI-POISSON

Variable de Variables explicativas Coeficientes (error  Cambio en P
respuesta estandar) devianza

Conteo de Edad del padre biolégico* -0.01 (0.02) 0.58 0.45

eosindfilos edad de la madre biol6gica
Edad del padre bioldgico? -0.90 (0.65) 1.92 0.17
Edad de la madre bioldgica? -0.43 (0.72) 0.37 0.54
Edad del padre biologico 0.04 (0.03) 2.55 0.12
Edad de la madre bioldgica -0.01 (0.03) 0.16 0.68
No. de garrapatas a los 24d 0.01 (0.009) 1.36 0.25
No. de garrapatas a los 32d 0.02 (0.01) 5.11 0.03
Fecha de eclosion -0.006 (0.01) 0.39 0.53
Tamafio de la nidada -0.32 (0.33) 1.0004 0.32
Orden de eclosion 0.05 (0.27) 0.04 0.83

Los valores de P en negritas representan las variables explicativas retenidas en los modelos minimos adecuados
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Figura 1. Efecto de la edad del padre bioldgico en el nUmero de heterdfilos de 33 pollos de
35 dias de edad que fueron adoptados por adultos jovenes.

Efecto de las edades de ambos adultos adoptivos sobre la inmunidad innata de la progenie
(Hipdtesis 2)

La interaccion entre la edad de la hembra adoptiva y la edad del macho adoptivo no tuvo un
efecto estadisticamente significativo en ninguno de los indicadores de la respuesta inmune
innata de la progenie, en ninguna de las dos edades de las crias (i.e., 20 y 35 dias) en las que
estos indicadores fueron analizados (Tabla 5 y 6). Tampoco la edad del macho adoptivo influyd
en el cociente H:L, el nimero de heterofilos y el nimero de eosinofilos a los 20 y 35 dias de
edad de las crias (Tabla 5 y 6). La edad de la hembra adoptiva tuvo una influencia
estadisticamente significativa en los cocientes H:L y en el numero de heterdfilos de las crias

unicamente a los 35 dias de edad, pero no influyd en el nimero de eosinéfilos de las crias ni a

38



los 20 ni a los 35 dias de edad (Tabla 5 y 6). A continuacidon, describo los resultados

estadisticamente significativos:

(i) Cociente heterofilos:linfocitos a los 35 dias de edad

La edad de la hembra adoptiva se correlacion6 positivamente con los cocientes H:L de las crias
cuando estas alcanzaron 35 dias de edad (Tabla 6). Las crias procedentes de huevos adoptados
por hembras jovenes, de entre 5 y 10 afios de edad, presentaron cocientes H:L hasta 53% mas
bajos que los cocientes H:L de las crias procedentes de huevos adoptados por hembras viejas,

de entre 13 y 18 afios (Figura 2).

(ii) Numero de heterdfilos a los 35 dias de edad

La edad de la madre adoptiva también se correlaciond positivamente con el nimero de
heterofilos en la sangre periférica de las crias a los 35 dias de edad (Tabla 6). Las crias
procedentes de huevos adoptados por hembras jovenes, de entre 5 y 10 afios de edad, presentaron
conteos de heterofilos en sangre periférica hasta 26% mas bajos que los que presentaron las crias

procedentes de huevos adoptados por hembras viejas, de entre 13 y 18 afios (Figura 3).
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Tabla 5. Resultados de tres modelos lineales generalizados utilizados para examinar el efecto de

las edades de los adultos adoptivos sobre la respuesta inmune innata de 39 pollos de 20 dias de

edad.
MODELO CON DISTRIBUCION NORMAL
Variable de Variables explicativas Coeficientes (error Cambio en P
respuesta estandar) varianza

Heterofilos: Edad del macho adoptivo* 0.005 (0.009) 0.33 0.56

linfocitos edad de la hembra adoptiva
Edad del macho adoptivo?® -0.08 (0.44) 0.03 0.85
Edad de la hembra adoptiva? -0.35 (0.44) 0.65 0.42
Edad del macho adoptivo -0.02 (0.01) 2.55 0.11
Edad de la hembra adoptiva -0.008 (0.01) 0.27 0.60
No. de garrapatas a los 24d -0.0009 (0.006) 0.01 0.89
No. de garrapatas a los 32d -0.006 (0.008) 0.48 0.49
Fecha de eclosion 0.01 (0.005) 12.57 0.001
Tamario de la nidada 0.14 (0.16) 0.79 0.37
Orden de eclosion -0.08 (0.15) 0.30 0.58

MODELOS CON DISTRIBUCION QUASI-POISSON

Variable de Variables explicativas Coeficientes (error Cambio en P
respuesta estandar) devianza

Conteo de Edad del macho adoptivo* 0.009 (0.01) 0.54 0.46

heterdfilos edad de la hembra adoptiva
Edad del macho adoptivo?® -0.81 (0.58) 1.95 0.17
Edad de la hembra adoptiva? -0.70 (0.63) 1.25 1.27
Edad del macho adoptivo -0.03 (0.02) 1.68 0.20
Edad de la hembra adoptiva -0.03 (0.02) 1.94 0.17
No. de garrapatas a los 24d 0.0009 (0.008) 0.01 0.91
No. de garrapatas a los 32d 0.02 (0.009) 6.12 0.01
Fecha de eclosién 0.01 (0.009) 1.78 0.19
Tamafio de la nidada -0.23 (0.28) 0.71 0.40
Orden de eclosion -0.28 (0.19) 2.12 0.15
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Conteo de Edad del macho adoptivo* -0.02 (0.02) 0.93 0.34

eosindfilos edad de la hembra adoptiva
Edad del macho adoptivo? -0.66 (1.001) 0.44 0.51
Edad de la hembra adoptiva? 0.61 (0.99) 0.37 0.54
Edad del macho adoptivo 0.05 (0.03) 2.32 0.13
Edad de la hembra adoptiva -0.01 (0.04) 0.15 0.69
No. de garrapatas a los 24d 0.01 (0.01) 0.98 0.32
No. de garrapatas a los 32d -0.005 (0.02) 0.06 0.79
Fecha de eclosion 0.009 (0.01) 0.48 0.48
Tamario de la nidada 0.05 (0.41) 0.01 0.89
Orden de eclosién -0.16 (0.32) 0.26 0.61

Los valores de P en negritas representan las variables explicativas retenidas en los modelos minimos adecuados.
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Tabla 6. Resultados de tres modelos lineales generalizados utilizados para examinar el efecto de

las edades de los adultos adoptivos sobre la respuesta inmune innata de 37 pollos de 35 dias de

edad.
MODELO CON DISTRIBUCION NORMAL
Variable de Variables explicativas Coeficientes (error Cambio en P
respuesta estandar) varianza

Heterdfilos: Edad del macho adoptivo* 0.008 (0.01) 0.69 0.41

linfocitos edad de la hembra adoptiva
Edad del macho adoptivo?® -0.70 (0.42) 2.75 0.10
Edad de la hembra adoptiva? 0.07 (0.45) 0.02 0.86
Edad del macho adoptivo 0.02 (0.02) 1.10 0.30
Edad de la hembra adoptiva 0.04 (0.01) 4,98 0.03
No. de garrapatas a los 24d -0.004 (0.006) 0.49 0.48
No. de garrapatas a los 32d -0.009 (0.009) 1.17 0.28
Fecha de eclosion 0.01 (0.006) 3.56 0.06
Tamaiio de la nidada -0.27 (0.18) 2.36 0.13
Orden de eclosion -0.07 (0.17) 0.20 0.65

MODELO CON DISTRIBUCION POISSON

Variable de Variables explicativas Coeficientes (error Cambio en P
respuesta estandar) devianza

Conteo de Edad del macho adoptivo* 0.01 (0.009) 2.08 0.14

heterdfilos edad de la hembra adoptiva
Edad del macho adoptivo?® 0.06 (0.42) 0.02 0.88
Edad de la hembra adoptiva? -0.32 (0.39) 0.67 0.41
Edad del macho adoptivo 0.01 (0.01) 0.51 0.47
Edad de la hembra adoptiva 0.04 (0.01) 6.88 <0.01
No. de garrapatas a los 24d -0.005 (0.005) 0.91 0.33
No. de garrapatas a los 32d -0.004 (0.01) 0.15 0.69
Fecha de eclosién -0.002 (0.007) 0.12 0.72
Tamafio de la nidada -0.13 (0.17) 0.64 0.42
Orden de eclosion 0.05 (0.13) 0.15 0.69
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MODELO CON DISTRIBUCION QUASI-POISSON

Variable de Variables explicativas Coeficientes (Error ~ Cambio en P
respuesta estandar) devianza

Conteo de Edad del macho adoptivo* -0.002 (0.01) 0.02 0.87

eosindfilos edad de la hembra adoptiva
Edad del macho adoptivo?® -0.60 (0.67) 0.81 0.37
Edad de la hembra adoptiva? -0.92 (0.73) 1.62 0.21
Edad del macho adoptivo -0.03 (0.03) 0.89 0.35
Edad de la hembra adoptiva -0.02 (0.03) 0.52 0.47
No. de garrapatas a los 24d 0.009 (0.009) 0.95 0.33
No. de garrapatas a los 32d 2.40 (0.12) 6.87 0.01
Fecha de eclosion -0.001 (0.01) 0.01 0.90
Tamafio de la nidada -0.57 (0.37) 2.65 0.11
Orden de eclosion -0.08 (0.24) 0.11 0.73

Los valores de P en negritas representan las variables explicativas retenidas en los modelos minimos adecuados.
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Figura 2. Efecto de la edad de la hembra adoptiva en el cociente H:L de 37 pollos de 35

dias de edad cuyos padres y madres biologicos eran jovenes.
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Figura 3. Efecto de la edad de la hembra adoptiva en el nimero de heterdfilos de 37
pollos de 35 dias de edad cuyos padres y madres bioldgicos eran jovenes.
DISCUSION
Este estudio revel6 que la combinacién de edades de los padres biologicos y la combinacion de
edades de los adultos adoptivos no influyen en ninguno de los indicadores celulares de la
respuesta inmune innata de la progenie, a ninguna de las dos edades en las que estos indicadores
fueron estimados en la progenie. Por lo tanto, nuestros datos no apoyan ninguna de las dos
hipétesis planteadas en este estudio. Sin embargo, sugieren que la respuesta inmune innata de
la progenie puede ser afectada negativamente por procesos de senescencia mediados por efectos
genéticos paternos (Velando et al 2011; Selvaratnam et al. 2015) y por senescencia de los
cuidados maternos (Réale y Boussés 1995; Ericsson et al. 2001). Primero, al avanzar la edad del
padre bioldgico incrementa la cantidad de heteréfilos en la sangre periférica en las crias de 35
dias de edad, lo que podria indicar que las crias engendradas por padres de edad avanzada sufren

condiciones de estrés que podrian estar disminuyendo su capacidad inmune (Al-Murrani et al.
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1997; Banbura et al. 2013). Por otro lado, las crias de huevos adoptados por hembras de edad
avanzada presentan valores del cociente H:L y conteos de heterofilos mas altos, y por lo tanto,
un nivel de estrés fisiologico y una deficiencia en la respuesta inmune innata mayores (Lobato
et al. 2005; Davis et al. 2008), que las que presentan las crias de huevos adoptados por hembras

jovenes.

La ausencia de una interaccion entre las edades de la madre bioldgica y del padre bioldgico
sobre la respuesta inmune innata de la progenie contrasta con los resultados documentados en
el chochin criollo, donde las crias de hembras de tres 0 méas afios de edad apareadas con machos
de un afio de edad presentan una mayor respuesta inmune ante PHA que las crias engendradas
por parejas con otras combinaciones de edades parentales (Bowers et al. 2017). Nuestra
prediccién era que en el bobo de patas azules, la edad de la madre bioldgica y la edad del padre
biol6gico tendrian un efecto de interaccion similar al documentado en el chochin criollo,
especificamente, que las crias de parejas donde un padre es joven y el otro viejo tendrian una
mayor respuesta inmune innata que las crias de parejas similarmente jovenes o similarmente
viejas. Se esperaba este efecto de interaccion en nuestro estudio porque las crias de parejas
donde un padre es joven y el otro viejo son menos infestadas por garrapatas y tienen mayor
probabilidad de reclutar que las crias de padres similarmente jévenes o similarmente viejos
(Drummond y Rodriguez 2015; Ramos y Drummond 2018). Ademas, a diferencia del chochin
criollo que vive 3 afios en promedio (Bowers et al. 2017), los bobos de patas azules de ambos
sexos pueden vivir y reproducirse excepcionalmente hasta los 25 afios de edad (Promedio = 10
afios; Ortega et al. 2017), y en la poblacion de nuestro estudio, machos y hembras suelen
aparearse con individuos de edad diferente a la suya (Drummond y Rodriguez 2015). Estos dos
aspectos podrian dar lugar a una mucho mayor variacion en términos de combinaciones de
edades parentales en el bobo de patas azules, y por lo tanto, a un efecto de interaccion entre
edades parentales mas acentuado que el documentado en el chochin criollo. Sin embargo,

nuestro estudio no apoya esta prediccion, probablemente por las siguientes tres razones.

Primero, la edad del padre biol6gico y de la madre bioldgica podrian influir de forma

independiente sobre la calidad de la progenie (Yoccoz et al. 2002; Zanchi et al. 2011; Bowers
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et al. 2012). En este estudio, la edad de la madre biologica no influyé en ninguno de los
indicadores de la respuesta inmune innata de la progenie a ninguna de las dos edades en las que
estos fueron analizados, pero la edad del padre bioldgico influyd en el conteo de heteréfilos de
las crias cuando estas alcanzaron los 35 dias de edad. En relacion a la inmunidad innata, la edad
de la madre y del padre bioldgico influyen de forma independiente. Por otra parte, la edad de la
madre bioldgica podria tener un impacto en otros componentes tanto de la respuesta inmune
innata como de la respuesta inmune adquirida que no fueron evaluados en este estudio, tales
como el conteo de basoéfilos, monocitos o en la cantidad de anticuerpos maternos (Gasparini et
al. 2006; Beamonte-Barrientos et al. 2010; Bowers et al. 2017). Ademas, el posible efecto de la
edad de la madre bioldgica sobre los indicadores celulares de la respuesta inmune innata de la
progenie evaluados y no evaluados en este estudio, podria haberse desvanecido antes de los 20
dias de edad de las crias, ya que se ha documentado que la transferencia de componentes
inmunes por parte de la madre hacia sus crias por medio de la leche o de la transferencia de
biomoléculas hacia los huevos, tiene mayor importancia en las etapas neonatales mas tempranas

de la progenie (Mousseau 1998; Lindstrom 1999; Boulinier y Staszewski 2008).

Otra razon por la cual podriamos no haber detectado un efecto interactivo entre las edades de
ambos padres bioldgicos sobre la respuesta inmune innata de la descendencia podria ser que las
diferencias entre las edades de los padres bioldgicos y las madres bioldgicas no fueron lo
suficientemente contrastantes en nuestra muestra. Sin embargo, esta explicacién podria ser
descartada ya que, aunque nuestros intercambios reciprocos de puestas incluyeron parejas con
una diferencia promedio de edades de 4 afos, se incluyeron varias parejas cuya diferencia de
edades fue de hasta 13 afios. Por consiguiente, nuestra muestra incluyé una amplia variacion en
cuanto a la diferencia de edades de los padres bioldgicos y madres bioldgicas que podria haber
dado lugar a un efecto de interaccion significativo. Una tercera explicacion posible, es que la
reduccion en el tamafio de nuestra muestra, inducida por una alta depredacion de huevos y crias
menores de cinco dias de edad, disminuyo el poder estadistico de nuestro analisis e impidié que
detectaramos un efecto estadisticamente significativo de la combinacion de edades parentales
en la respuesta inmune innata de la progenie. Estudios futuros que evallen otros indicadores de

la respuesta inmune tanto innata como adquirida en un rango todavia mas amplio de edades en

47



las crias y con tamafios de muestras mas grandes, podrian ser necesarios para dilucidar si
realmente la combinacion de edades parentales no afecta la respuesta inmune de la

descendencia.

El que la edad del padre biologico tuviera influencia en un solo indicador de la respuesta inmune
innata de la progenie, el nimero de heterofilos, y inicamente cuando las crias alcanzaron los 35
dias de edad, también provee evidencia de que las edades de los progenitores afectan por
separado distintos componentes de la respuesta inmune innata y en diferentes momentos del
desarrollo de la descendencia (Zanchi et al. 2011; Beemelmanns y Roth 2016). La experiencia
inmune de los machos ante una variedad de patégenos, la cual se relaciona positivamente con
su edad (Palacios et al. 2007, 2011; Montgomery y Shaw 2015), no tiene efecto en la respuesta
inmune de la descendencia temprano en su etapa neonatal, pero si en etapas posteriores
(Beemelmanns y Roth 2016). Esto podria deberse a que la respuesta inmune innata tiene un alto
componente genético (Brooks-Wilson 2013; Beemelmanns y Roth 2016), y se conoce que los
alelos relacionados con la respuesta inmune innata heredados por los machos se expresan en
etapas mas tardias del desarrollo de las crias que los alelos heredados por las madres, como
ocurre, por ejemplo, en el pez aguja (S. typhle) (Beemelmanns y Roth 2016). Nuestros resultados
en el bobo de patas azules sugieren que los efectos genéticos via paterna en la respuesta inmune
innata de la progenie siguen un patrdon similar al documentado en el pez aguja, siendo evidentes
cuando las crias han alcanzado la mitad de la edad de maximo crecimiento en masa (Drummond
et al. 1991). Los mecanismos genéticos que subyacen a este patrén, sin embargo, deberan ser

evaluados en estudios posteriores.

El resultado que muestra que las crias engendradas por padres viejos tienen un mayor niUmero
de heterdfilos en sangre circulante, y por lo tanto un mayor nivel de estrés fisioldgico y una
menor respuesta inmune innata (Al-Murrani et al. 1997; Banbura et al. 2013) que las crias
engendradas por padres jovenes, sugiere la ocurrencia de senescencia reproductiva en los
machos (Harris et al. 2011; Velando et al. 2011), posiblemente mediada por un incremento en
el nivel de dafio premutagénico en la linea germinal (Velando et al. 2011). Algunos estudios han

documentado que el aumento en el nivel de dafio premutagénico en los gametos masculinos con
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la edad eleva la probabilidad de que la descendencia presente malformaciones u otro tipo de
alteraciones que pongan en riesgo su supervivencia (Fisch et al. 2003; Bille et al. 2005; Harris
et al. 2011). Sin embargo, se desconoce si la respuesta inmune innata es otro de los indicadores
de calidad en la progenie gque se ve afectado por los dafios premutagénicos en el ADN germinal
de los padres. Aunque, se conoce que la acumulacion de dafios premutagénicos en el ADN de
machos senescentes puede ocasionar acortamiento en los telémeros (Criscuolo et al. 2017) y
pérdida de heterocigosidad en su progenie (Brock et al. 2015), y tanto el acortamiento de
telomeros como la pérdida de heterocigosidad se relacionan con una disminucion en la cantidad
de leucocitos (Haussmann et al. 2005; Brock et al. 2015). De esta manera la respuesta inmune
innata de la descendencia podria verse reducida con el aumento de la edad de sus padres. En las
crias del chochin criollo, la respuesta inmune ante PHA disminuye conforme aumenta la edad
del padre, y se ha sugerido que tanto la respuesta inmune innata como la adquirida se ve
debilitada a causa de un proceso de senescencia reproductiva en los padres (Bowers et al. 2017).
En el bobo de patas azules podria estar ocurriendo un proceso de senescencia similar en los
padres bioldgicos que se ve reflejado en la elevacion de los conteos de heteréfilos en la sangre

periférica de las crias.

Nuestro estudio tampoco revela un efecto de la combinacion de las edades de ambos adultos
adoptivos en ninguno de los indicadores de la respuesta inmune innata de la progenie, a ninguna
de las dos edades en que estos fueron analizados en la progenie. De hecho, tampoco encontramos
efecto de la edad del macho adoptivo sobre nuestros indicadores de respuesta inmune innata, a
ninguna de las dos edades de las crias en las que estos indicadores fueron evaluados. El Unico
efecto que detectamos fue una relacion positiva entre la edad de la hembra adoptiva y los valores
de H:L y el nimero de heteréfilos cuando las crias alcanzaron 35 dias de edad. La falta de
evidencia de un efecto interactivo entre las edades de ambos adultos adoptivos probablemente
se debe a las diferencias en el nimero de alimentaciones y en la cantidad de alimento que
proveen machos y hembras a sus crias. En los bobos de Isla Isabel, los cuidados parentales no
difieren mucho entre los sexos en los primeros 6-10 dias de vida de las crias, pero en dias
posteriores y hasta que las crias alcanzan 35 dias de edad, las hembras les proporcionan una

mayor cantidad de alimento que los machos; ademas, las hembras proveen alimento con mayor
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frecuencia a las crias que los machos hasta que las crias cumplen 60 dias de edad (Guerra y
Drummond 1995). Esto sugiere que en el bobo de patas azules, el estado nutricional de las crias
entre los 11 y los 60 dias de edad es prioritariamente influenciado por el aprovisionamiento de
las hembras, y dado que el desarrollo y mantenimiento de la respuesta inmune innata es
altamente dependiente del estado nutricional (Hoi-Leitner et al 2001; Brzek y Konarzewski
2007; Kriengwatana et al. 2013), el efecto de la edad de la hembra adoptiva podria superar el
efecto del macho adoptivo, y el efecto de interaccion entre las edades de ambos adultos
adoptivos podria ser pequefio. Hasta ahora, este estudio es el unico que ha evaluado el efecto
combinado de las edades de padres y madres adoptivos sobre la respuesta inmune de la progenie
en una especie con cuidado biparental extendido. Seran necesarios mas estudios en otras
poblaciones silvestres para dilucidar si este es un patrén comun en vertebrados de vida larga, o

si depende del nivel de cuidado parental provisto por cada sexo.

El que las crias cuidadas por hembras viejas presenten cocientes H:L y conteos de heter6filos
mayores, y por lo tanto, niveles elevados de estrés fisioldgico y una capacidad inmune innata
reducida (Al-Murrani et al. 1997; Ruiz et al. 2002; Davis et al. 2004; Krams et al. 2012), podria
ser evidencia de un proceso de senescencia en las hembras, probablemente debido a un
decaimiento en su eficiencia de forrajeo con la edad (Lecomte et al. 2010). Los cambios en la
capacidad de forrajeo con la edad no han sido evaluados en esta especie, pero han sido
documentados en otras aves con historias de vida similares (Lecomte et al. 2010; Clay et al.
2018). De existir este decaimiento en la eficiencia de forrajeo con la edad en el bobo de patas
azules, podria provocar una reduccién en la provision de alimento hacia la progenie por parte
de las hembras de edad avanzada. Y esto ultimo podria afectar negativamente el desarrollo y
mantenimiento de la respuesta inmune innata de la progenie (Hoi-Leitner et al 2001; Brzek y
Konarzewski 2007; Kriengwatana et al. 2013). La disminucion en las habilidades para forrajear
y proveer de alimento a las crias con la edad en las hembras podria ser resultado de cambios
fisiologicos o un debilitamiento muscular a edades avanzadas, como se sugiere en el albatros
errante y el albatros de cabeza gris (Thalassarche chrysostoma; Catry et al. 2006; Nussey et al.
2013; Lecomte et al. 2010; Clay en al. 2018). Sin embargo, experimentos y observaciones

conductuales en campo son necesarios para validar esta hipotesis en nuestro modelo de estudio.
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Por otro lado, el hecho de que el efecto de la edad de la madre adoptiva sea evidente cuando las
crias tienen 35 dias pero no cuando las crias tienen 20 dias de edad, podria deberse a que la
deficiencia de las hembras senescentes para proveer alimento a sus crias se hace mas notoria
conforme aumenta la demanda de alimento a lo largo del desarrollo de las crias. En varias
especies de aves, la demanda energética de las crias incrementa conforme avanza su edad (Steen
et al. 2012), lo cual podria imponer costos reproductivos mas altos para las madres senescentes
que para madres mas jovenes. Sin embargo, esta hipdtesis no ha sido probada adn en ninguna

poblacion animal y valdria la pena explorarla en estudios futuros.

En conclusién, la respuesta inmune innata en la descendencia no se ve afectada por la
combinacion de edades parentales. Por consiguiente, la variacion en la capacidad inmune innata
de la progenie engendrada o cuidada por parejas con diferentes combinaciones de edad, no
explica por qué las crias de parejas de bobos de patas azules donde un adulto es joven y el otro
viejo presentan una menor infestacion por garrapatas y una mayor probabilidad de reclutar que
las crias de padres similarmente jovenes o similarmente viejos (Drummond y Rodriguez 2015;
Ramos y Drummond 2018). Nuestros resultados confirman la ocurrencia de senescencia
reproductiva en los machos (McElligott et al. 2002; Velando et al. 2011) y en las hembras
(Nussey et al. 2006; Lecomte et al. 2010) de esta poblacion de aves marinas de vida larga. El
decaimiento en la respuesta inmune innata de las crias al aumentar la edad del padre bioldgico
podria ser mediado por alteraciones moleculares en el esperma (Harris et al. 2011; Velando et
al. 2011), mientras que el decaimiento en la capacidad inmune innata de las crias al aumentar la
edad de las hembras adoptivas podria reflejar un decaimiento en la eficiencia de forrajeo y en el
aprovisionamiento de alimentos por parte de las hembras senescentes (Lecomte et al. 2010).
Estos efectos son independientes entre si, probablemente debido a que la edad de los padres y
de las madres influyen por separado en diferentes componentes de la respuesta inmune innata
en diferentes etapas del desarrollo de la progenie (Yoccoz et al. 2002; Zanchi et al. 2011; Bowers
et al. 2012). Sin embargo, la ausencia de un efecto interactivo entre las edades de los padres
bioldgicos y de los padres adoptivos podria ser debida a una reduccion en el tamafio de muestra,

inducida por una alta depredacion de huevos y crias jovenes en la poblacién de nuestro estudio.
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Es necesario que otros estudios evallen el efecto en combinacion y por separado de las edades
parentales en otros componentes de la respuesta inmune y otros indicadores de calidad, tales
como termorregulacion, crecimiento o cognicion, y en diferentes momentos del desarrollo de la

progenie.
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