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Resumen

El crecimiento es una fase que demanda energia, por este motivo los desafios vividos durante
esta etapa pueden tener efectos en el fenotipo del individuo a corto, mediano y largo plazo.
Estudios recientes han sugerido que la microbiota intestinal podria desempefiar un papel crucial
en la regulacion energética del huésped, por via de una mejor utilizacion de nutrientes y/o por
medio de la regulacién de los niveles de glucocorticoides (GC). Basado en lo anterior, en este
estudio evaluamos en crias del Azulejo de garganta azul (Sialia mexicana) la hipotesis de que
la microbiota intestinal modula la disponibilidad energética en el organismo por via del aumento
en los niveles de GC linea base. Si nuestra hipOtesis es correcta, se espera que las crias
suplementadas con trasplantes de microbiota fecal (FMT por sus siglas en inglés) durante la
vida temprana presenten: i) niveles méas altos de GC linea base a los dias 9 y 14, ii) mayor
tamano a los dias 9 y 14, y iii) niveles mas altos de GC inducidos al dia 14 (respuesta al estrés),
en comparacion con el grupo control. Los polluelos en el grupo experimental recibieron FMT
los dias 3, 5y 7 post-eclosion, via oral, con dosis progresivas de 35 ul, 65 ul y 95 ul, mientras
que los polluelos en el grupo control recibieron volimenes equivalentes de solucion salina con
la misma frecuencia que el grupo experimental. Conforme a lo predicho, las crias del grupo
experimental presentaron niveles mas elevados de corticosterona linea base al dia 14 que las
crias en el grupo control. No obstante, no hubo un efecto significativo del tratamiento en los
niveles de corticosterona linea base al dia 9, corticosterona inducida ante una prueba de estrés
al dia 14, crecimiento o supervivencia. Los resultados en conjunto sugieren que la manipulacion
del microbioma intestinal influye en los niveles de corticosterona linea base, lo que apoya
parcialmente la hipotesis de que la microbiota intestinal modula la disponibilidad energética en
el organismo por via de los GC linea base durante la etapa de crecimiento. Lo cual es de
particular interés porque nos permite comprender el papel de la microbiota intestinal como un

componente vinculado con la regulacion energética de los organismos.
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Introduccion

El crecimiento es una etapa energéticamente demandante debido a la gran cantidad de recursos
requeridos para la formacion y mantenimiento de estructuras Oseas, tejidos, 6rganos, y demas
sistemas corporales (Searcy y cols. 2004; Schmidt y cols. 2012; Monaghan y Haussmann 2015).
Por este motivo, un desafio energético (e.g. cambios en la disponibilidad y calidad de alimento,
abundancia de competidores y depredadores, perturbacion humana o variacion climética)
durante esta etapa puede generar consecuencias negativas a corto, mediano y largo plazo,
llegando a comprometer las perspectivas de supervivencia y reproduccion (Lindstrom 1999;
Monaghan 2008; Crespi y cols. 2013). Por ejemplo, las crias del gorrién cantor (Melospiza
melodia) expuestas a una restriccion de alimento (baja cantidad y calidad de alimento), durante
tres semanas, presentaron menor tasa de crecimiento (masa corporal, longitud de ala, tarso y
plumas), tasa metabdlica y supervivencia, en comparacion con crias sin restriccion de alimento
(Searcy y cols. 2004; Schmidt y cols. 2012). De manera similar, se ha encontrado que una
restriccion de recursos alimenticios durante la etapa de crecimiento aumenta los niveles de
glucocorticoides (GC) (Kitaysky y cols. 2010). Los GC participan en la modulacion del
crecimiento y la supervivencia de los organismos, ya que, movilizan energia en etapas de alta

demanda (Monaghan y Haussmann 2015; van Bodegom y cols. 2017).

Los GC son hormonas esteroideas producidas por la corteza suprarrenal y estan
estrechamente vinculadas a la actividad del eje hipotalamico-pituitario-suprarrenal (HPA), que
es el sistema central de respuesta al estrés en los vertebrados (Cottrell y Seckl 2009; Crespi y
cols. 2013; van Bodegom y cols. 2017; Heimbiirge y cols. 2019). La produccién y liberacion de
GC es regulada por el hipotalamo, el cual estimula la produccion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), encargadas de controlar la
liberacion de GC por las glandulas adrenales (van Bodegom y cols. 2017). Cuando los niveles
de GC alcanzan cierto umbral, se inhibe la produccion de CRH y ACTH mediante
retroalimentacion negativa (Sapolsky y cols. 2000; McEwen y Wingfield 2003). Los GC se
clasifican en dos grupos funcionales: GC linea base y GC inducidos por estrés. Los GC linea
base, son aquellos que se producen de manera continua en el organismo, son importantes para

mantener la homeostasis energética (equilibrio entre la energia que ingresa y la que se gasta) y



el funcionamiento organismico durante los cambios del ciclo vital predecibles, como el
crecimiento, la reproduccion y la migracion (McEwen y Wingfield 2003; Crespi y cols. 2013).
Por otro lado, los GC inducidos por estrés representan un incremento subito en la liberacion de
GC como respuesta fisiologica del eje HPA a circunstancias desafiantes impredecibles (Crespi
y cols. 2013), que facilita la movilizacion rapida de recursos energéticos (Crespi y cols. 2013;
Béziers y cols. 2019) y, por consiguiente, permite montar una respuesta ante un reto en el corto
plazo. No obstante, mantener altos niveles de GC durante periodos prolongados puede tener
efectos negativos en la respuesta inmunitaria de los organismos, disminuyendo la capacidad de
respuesta ante infecciones y enfermedades (Sapolsky y cols. 2000; Segerstrom y Miller 2004).
La modulacion de los GC linea base y los GC de respuesta al estrés depende de factores
intrinsecos y extrinsecos del organismo, como la variabilidad individual relacionada con la edad,
sexo Yy genética (Bonier y cols. 2009), los ritmos circadianos y estacionales (Romero 2002),
disponibilidad de recursos, depredacion (Clinchy y cols. 2004), exposicion a contaminantes
(Breuner y cols. 2013), e interacciones sociales y jerarquias (Creel 2001).

La teoria de historias de vida propone que los organismos cuentan con una cantidad
limitada de recursos para mantener el funcionamiento del organismo (Stearns 1992). Cuando un
organismo se enfrenta a un evento impredecible que representa un desafio, utiliza una parte de
estos recursos limitados para hacer frente a la situacion, comprometiendo de esta forma la
disponibilidad de estos recursos para ser usados en otras funciones vitales (Romero y cols.
2009). Si el evento desafiante es leve o de corta duracidn, el organismo puede compensar l0s
recursos utilizados para hacerle frente y volver a su estado anterior de homedstasis (equilibrio
interno). Sin embargo, si el desafio es intenso o prolongado, el organismo puede agotar sus
recursos y no tener la capacidad de recuperar completamente el estado de homedstasis previo
(Romero y cols. 2009). En este contexto, resulta importante destacar que uno de los aspectos
clave en la disponibilidad y gestion de estos recursos energéticos es la capacidad del organismo
para procesar y absorber nutrientes. Recientemente, se ha encontrado evidencia de que la
microbiota intestinal (la comunidad de bacterias, arqueas, eucariontes unicelulares y virus que

habitan en el intestino) juega un papel importante en la regulacion energética del huésped a



través del aprovechamiento de los nutrientes (Backhed y cols. 2004; Ley y cols. 2006; Tremaroli
y Béackhed 2012).

La microbiota presente en el intestino degrada los alimentos, produciendo varios
metabolitos, incluidos los &cidos grasos de cadena corta (AGCC), como el acetato, propionato
y butirato (Byrne y cols. 2015). Los AGCC son una fuente importante de energia para las células
epiteliales del colon (Donohoe y cols. 2011; Fluitman y cols. 2017), modulan la sefializacién
intracelular y la transcripcion génica en diversos tejidos (den Besten y cols. 2013). Se ha
demostrado que los AGCC pueden atravesar la barrera hematoencefalica e influir en el sistema
nervioso central, modulando la liberacién de GC en respuesta a estimulos estresantes (Yano y
cols. 2015). De igual manera, los AGCC estimulan las células enteroendocrinas que se
encuentran en el intestino generando la liberacion de hormonas anorexigénicas como péptido
YY (PYY) y glucagon-1 (GLP-1), que participan en la regulacion del apetito y la homeostasis
de la glucosa (Tolhurst y cols. 2012). Al regular el apetito y la homeostasis de la glucosa, los
AGCC influyen en la cantidad de energia que se consume y se almacena, lo cual es fundamental
para el mantenimiento de las reservas de energia del organismo. Las células enteroendocrinas
también estan involucradas en la sintesis y liberacion de neurotransmisores como serotonina 'y
dopamina, que participan en la comunicacion eje intestino-cerebro, y pueden influir en la
activacion del eje HPA, lo que, a su vez, afecta la liberacion de GC (Fetissov 2017; Foster y
cols. 2017; Luo y cols. 2018; Dinan y Cryan 2019; O'Riordan y cols. 2022).

De igual manera, se ha encontrado que los GC pueden alterar la estructura y composicion
de la microbiota intestinal (Noguera y cols. 2018; Petrullo y cols. 2022), afectando vias de
sefializacion neuroendocrinas y neuroinmunes (eje microbiota-intestino-cerebro) con posibles
consecuencias sobre otros procesos vitales (Cryan y cols. 2019). Por ejemplo, en las crias de la
gaviota patiamarilla (Larus michahellis) se encontré que un aumento experimental de los niveles
de corticosterona (el GC principal en las aves), por encima de los niveles de linea base, redujo
la abundancia y diversidad de la microbiota intestinal lo cual influyé negativamente sobre la
tasa de crecimiento (Noguera y cols. 2018). Lo cual sugiere una relacion bidireccional entre la
liberacion de GC y la microbiota intestinal en donde la microbiota intestinal y sus metabolitos

podrian ser un regulador importante de las respuestas fisioldgicas y metabdlicas del organismo



ante desafios energéticos, especialmente en etapas altamente demandantes, como el crecimiento
o0 la reproduccion (Tremaroli y Béckhed 2012; Houtz y cols. 2022; Liu y cols. 2022). No
obstante, aun se necesitan mas trabajos empiricos con animales silvestres para comprender

mejor esta relacion de doble via.

La adquisicion de la microbiota intestinal es un proceso crucial durante las primeras
etapas del desarrollo de los animales, ya que la mayoria de los animales nacen con una baja
diversidad microbiana la cual incrementa y se establece después del nacimiento (Funkhouser y
Bordenstein 2013; Chen y cols. 2020). Estudios experimentales y correlativos han encontrado
que los cambios en la estructura de la comunidad (conjunto de poblaciones de diferentes
especies que coexisten en un determinado ambiente) y el ensamblaje (grupo de especies que
interacttan entre ellas y participan de procesos ecosistémicos) de la microbiota intestinal
durante las primeras etapas del desarrollo, pueden afectar el crecimiento, desarrollo y
homeostasis del hospedero (Cox y cols. 2014; Warne y cols. 2017; Warne y cols. 2019; Vera-
Ponce de Ledn y cols. 2021). Por ejemplo, en las larvas de la rana de madera (Lithobates
sylvaticus) y en las ninfas de la cucaracha americana (Periplaneta americana), se encontré que
la manipulacion experimental de su microbiota (inoculacién o eliminacion) durante las primeras
etapas del desarrollo afectd la tasa de crecimiento (tamafio y masa corporal), desarrollo (medidas
de la etapa de Gosner y tasa de muda) y tasa metabodlica (Warne y cols. 2019; Vera-Ponce de
Ledn y cols. 2021). En aves de corral, la maduracion de la microbiota intestinal ocurre
principalmente durante las 3 primeras semanas de vida (Siegerstetter y cols. 2018). Al usar
trasplantes de microbiota fecal (FMT por sus siglas en inglés) durante este periodo critico del
desarrollo, las crias trasplantadas mejoraron su respuesta inmunitaria, ademas, de presentar
mayor crecimiento 6seo y ganancia de masa corporal (Siegerstetter y cols. 2018; Yu y cols.
2021). Estos resultados podrian deberse al efecto de recibir microbiota de un donante sano y/o
a una aceleracion en la maduracion de la microbiota intestinal de las crias. En el caso de los
animales silvestres, se ha hecho uso del procedimiento FMT principalmente en trabajos de
conservacion de especies vulnerables, los cuales tienen como objetivo la recuperacion de la

diversidad de la microbiota intestinal (Guo y cols. 2020). Sin embargo, no se ha utilizado esta
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técnica en estudios orientados a comprender el papel de la microbiota intestinal sobre
componentes clave del desarrollo.

Un modelo de estudio para evaluar el papel de la microbiota intestinal durante la etapa
de crecimiento de los animales en condiciones de libertad (lo que implica estar expuestos a
fluctuaciones impredecibles), son las crias de las especies altriciales, ya que dependen
completamente del cuidado proporcionado por los padres durante las primeras semanas de vida
(Badii y cols. 2013). Por lo que un deterioro en la habilidad de los padres para proporcionar
estos cuidados se traduce en una fuente de fluctuacion incontrolable de variables ambientales
clave (i.e. alimento, temperatura, proteccién), lo que puede afectar negativamente el balance
energético durante esta etapa y comprometer las perspectivas de supervivencia y reproduccién
de las crias (Monaghan y Haussmann 2015). EI Azulejo de garganta azul (Sialia mexicana), es
una especie altricial, socialmente monégama, con cuidado biparental (Ritchison 2000; Musick
2002). Esta especie se distribuye desde el sur de Canada pasando por el oeste de Estados Unidos
hasta el sur de México. Las poblaciones que se encuentran al norte de su distribucién son
migratorias de corta distancia o altitudinales; mientras que, las que se encuentran en el sur de
México son poblaciones residentes (Ritchison 2000). Su dieta se basa principalmente en el
consumo de artropodos (arafias, moscas, saltamontes, abejas, cochinillas, escarabajos, termitas),
y frutos (bayas, cerezas, moras, frambuesas e higos) (Musick 2002). Las parejas de esta especie
se reproducen tanto en cavidades naturales, como artificiales (i.e. cajas nido), llegan a incubar
por 14 dias en promedio entre tres y cinco huevos, con una probabilidad de eclosién de 4 crias
en promedio y una edad al emplumado de ~21 dias (Porras-Reyes y cols. 2020). Lo anterior
hace de S. mexicana un buen modelo de estudio ya que el periodo de crecimiento de las crias se
puede registrar con éxito en condiciones naturales. Dado que el desarrollo es una etapa
energéticamente demandante, determinar si la microbiota intestinal se vincula con la
disponibilidad energética de las crias (niveles de corticosterona linea base, tasa de crecimiento,
respuesta de estrés y supervivencia), nos permitira comprender si la microbiota intestinal juega
un papel como modulador de los compromisos energéticos presentes durante las primeras etapas

de vida. Con este propdsito se realiz6 un estudio experimental en el que se suplementé FMT de
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individuos adultos a las crias de S. mexicana durante sus primeros dias de vida (dia3,5y 7),y

se evaluo la siguiente hipotesis.
Hipotesis
La microbiota intestinal modula la disponibilidad energética de los organismos en vida libre,
por via del aumento en la corticosterona linea base.
Predicciones

Si la hipdtesis propuesta es correcta, se espera que, en comparacion con las crias del grupo
control (no suplementadas con FMT), las crias suplementadas con FMT durante la vida

temprana presentaran:

1) Mayores niveles de corticosterona linea base al dia 9 y 14.

2) Mayor tamario al dia 5, 7, 9 y 14.

3) Mayores niveles de corticosterona inducida al dia 14 (respuesta de estres).
Objetivos

Objetivo general

Determinar si la microbiota intestinal suplementada se vincula positivamente con los niveles de
corticosterona linea base, la tasa de crecimiento, y respuesta al estrés de las crias del Azulejo de
garganta azul en vida libre.

Objetivos particulares

* Evaluar si la suplementacion de FMT aumenta los niveles de corticosterona linea base al dia
9y 14.

* Evaluar si la suplementacion de FMT favorece la ganancia de tamafio al dia 5, 7, 9 y 14.

* Evaluar si la suplementacion de FMT favorece la respuesta de estrés al dia 14 (corticosterona

inducida).
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Métodos
Sitio de estudio

Este estudio se llevo a cabo durante los meses de marzo a julio del 2022 en el Parque Nacional
La Malinche ubicado en el estado de Tlaxcala, México (19°14°N, 98°02°W). El éarea se
caracteriza por la presencia de parches de bosques de coniferas (Pinus y Abies
spp) y encino (Quercus spp) y pastizales en la zona media y alta, asi como por la cercania de
campos agricolas de maiz en la zona baja (Dominguez-Godoy y cols. 2020). Nuestra area de
muestreo incluyo la parte baja del bosque y los parches de bosques presentes en cultivo. Es
importante mencionar que la poblacién estudiada se encuentra en los limites mas surefios de la

distribucion de S. mexicana (Porras-Reyes y cols. 2020).
Procedimiento

Durante la temporada de apareamiento, se monitorearon 247 cajas nido, que fueron revisadas
dos veces por semana para registrar la actividad de anidacion. Una vez identificada una puesta
(i.e. cuando observabamos al menos un huevo de Azulejo dentro de la caja), se monitorearon
los huevos cada tres dias hasta la eclosion (14 dias). Antes de la eclosion, cada nido fue asignado
de manera secuencial a un grupo, experimental o control. En el grupo experimental, a todas las
crias del nido se les administrd via oral FMT preservado en glicerol estéril (n = 21 cajas nido,
73 crias). En el grupo control, a las crias se les proporcion6 solucion salina con glicerol estéril
via oral (n = 22 cajas nido, 60 crias). Las crias de los dos grupos recibieron el tratamiento
correspondiente durante los dias 3, 5 y 7 post-eclosion. Se administrdé una dosis progresiva
dependiendo de la edad de las crias, que correspondi6 a 35 uL, 65 uL y 95 uL de FMT al grupo
experimental (ver abajo) y el mismo volumen de solucion salina con glicerol estéril (10% [vol])
al grupo control, lo que representa un aumento en volumen aproximado del 85.71% entre la
primera y la segunda dosis, y del 46.15% entre la segunda y la tercera (Yu y cols. 2021). Este
aumento progresivo en las dosis tenia como finalidad incrementar la probabilidad de
colonizaciéon de los microorganismos presentes en el stock, acorde con el crecimiento y

desarrollo de las crias. Después de la eclosién, se marco a todas las crias de cada nido para su
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identificacion individual, usando barniz para ufias de diferentes colores (rojo, negro, verde y

azul) en las garras de una de las patas, en cada revision del nido se remarcaron.
Preparacion del trasplante de microbiota fecal y suplementacion

El stock para la realizacion del FMT se obtuvo a partir de muestras de heces de padres de las
crias incluidas en el estudio. Los individuos adultos fueron capturados dentro de la caja nido
durante la etapa de incubacion de manera aleatoria (n = 42 individuos, 4 machos y 38
hembras). Las capturas se realizaron en tres bloques diferentes, debido a que la sincronia en el
apareamiento de las parejas reproductivas no es alta. Al momento de la captura, cada individuo
fue cuidadosamente retirado de la caja nido utilizando guantes de nitrilo que previamente fueron
desinfectados, con el fin de prevenir cualquier contaminacion cruzada. Posteriormente, el
individuo fue colocado dentro de una bolsa de papel que estaba acondicionada con una ldmina
de acetato desinfectada en la base, y una rejilla de alambre que separaba a los individuos de la

base, para evitar que sus patas entraran en contacto directo con las muestras de heces.

Las muestras de heces fueron recolectadas directamente en tubos Eppendorf estériles, y
para preservar la integridad de las muestras durante su traslado, estas fueron colocadas en hielo.
Una vez en el laboratorio, las muestras se procesaron por bloques dentro de una campana de
extraccion siguiendo el procedimiento descrito por Siegerstetter y cols. (2018) con algunas
modificaciones. Con la finalidad de asegurar la supervivencia microbiana durante el
almacenamiento (-20°C), se duplico el volumen de heces con una solucion de glicerol estéril en
solucion salina (10% [vol]), estd mezcla se homogeneiz6 usando vortex (Siegerstetter y cols.
2018). No se realizé un filtrado de esta solucion debido al bajo volumen de heces colectadas en
cada captura. El stock (solucion concentrada) de la suspension fecal se dividio en el nimero de
alicuotas necesarias para suplementar a las crias del grupo experimental, es decir una alicuota
por caja para cada dia (n = ~66 alicuotas), y el volumen de cada alicuota dependié de la cantidad
de crias presentes en cada caja. Las alicuotas fueron congeladas hasta el momento de su uso,
evitando asi multiples ciclos de descongelacion y congelacion durante las suplementaciones (el

intervalo de almacenamiento fue de 1 dia a 20 dias, media ~12 dias).
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Cuantificacion niveles de corticosterona linea base e inducidos

Para cuantificar los niveles de corticosterona linea base a todas las crias se les tom6 una muestra
de sangre de la vena yugular, antes (dia 3: 50 pL; masa media de las crias =5 g) y después del
tratamiento (dia 7: 150 uL; masa media de las crias = 17 g) y antes de completar el emplumado
(dia 14: 100 uL; masa media de las crias = 27 g). El aumento en los volimenes recolectados se
debid al objetivo adicional de analizar la respuesta inmunitaria de las crias, el cual no fue
incluido en este estudio. Los volumenes de sangre extraidos fueron menores al 1% del peso del
individuo con base a los limites sugeridos por Voss y cols. (2010) para que no afectaran
negativamente el crecimiento ni la supervivencia de las crias (en crias de 5 g extraer hasta 50
uL; en crias de 17 g extraer hasta 170 uL; en crias de 20 g extraer hasta 200 pL). Adicionalmente,
se utilizaron agujas de calibre 27G para las muestras intravenosas y de calibre 30G para la
venopuncién, siguiendo las recomendaciones establecidas para aves que pesan menos de 10 g

para garantizar una extraccion segura y eficiente.

Las muestras de sangre se recolectaron dentro de los tres minutos posteriores al abrir la
caja nido y sacar un individuo (el rango de colecta de la muestra de sangre fue de 15 seg a 180
seg, media = 80 seg, DE= 0.036) para evitar un posible efecto de la manipulacion sobre los
niveles de corticosterona (Pakkala y cols. 2013). Adicionalmente, el dia 14 se realizd una prueba
de estrés inducido (prueba de restriccidn), la cual consistié en poner a las crias dentro de una
bolsa de tela oscura, que permanecié colgada durante 20 min (Pakkala y cols. 2013). El
procedimiento implicé la extraccion individual de las crias de su caja nido para obtener la
muestra de sangre para estimar los niveles de corticosterona linea base (100 pL), previo a
introducirlas en la bolsa de tela para la prueba de restriccion. Esto se realizd6 de manera
consecutiva para todas las crias presentes en cada caja nido. Una vez trascurrido el tiempo
establecido, se tomo una segunda muestra de sangre (100 uL) de la vena braquial a cada cria.
Las muestras se almacenaron en tubos Eppendorf que permanecieron en hielo durante el trabajo
de campo (5 h aprox.). Posteriormente, se centrifugaron a 10 000 g durante 15 min, para separar
el plasma de las células rojas, las muestras separadas fueron almacenadas a -20°C hasta el

momento del analisis.
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La concentracion de corticosterona linea base (dia 3, 9 y 14) y corticosterona inducida
(dia 14) en plasma se estimé mediante ensayo enzimatico usando un kit comercial (DRG
Corticosterone ELISA Kkit). Antes de realizar la cuantificacion de hormonas, se extrajeron los
esteroides totales presentes en el plasma siguiendo el protocolo descrito por Lopez-Garcia y
cols. (2013). Brevemente, se tomaron 20 pL de plasma, se agregd 1 mL de éter dietilico y se
mezclo usando vortex durante 1 min. Las muestras se congelaron durante 30 min a -80°C,
posteriormente, se recuperd el sobrenadante y se dejo evaporar a temperatura ambiente. Este
procedimiento se repitié dos veces y, posteriormente, se agregd 1 mL de metanol a cada muestra,
se centrifugd a 2 000 rpm durante 5 min y se dejé evaporar. Los extractos se resuspendieron
afiadiendo 50 pL de agua ultrapura. La recuperacién promedio reportada para este método de
extraccion es del 90 % (Ouyang y cols. 2012, Ouyang Yy cols. 2013). Cada muestra se cuantifico
por duplicado y los valores de absorbancia se interpolaron en una curva de referencia de
corticosterona. El coeficiente de variacion intra-placa fue de 4.21% vy entre placas de 2.93%.
Los resultados se expresan como pg corticosterona/mL. La reactividad cruzada del kit fue de
7.4% para progesterona, 3.4% para desoxicorticosterona, 1.6% para 11-Dehydrocorticosterone

0.3% para cortisol, 0.3% para pregnenolona y <0.1% para otros esteroides.
Cuantificacion trayectoria de crecimiento y éxito de emplumado

Para cuantificar el crecimiento se midio la longitud del tarso, ulna y peso de cada cria, cada dos
dias a partir del dia 3 post-eclosion y hasta el dia 9, realizando una medicion final el dia 14. Para
las mediciones se utiliz6 un vernier analdgico (+ 0.02 mm) y una balanza digital (£ 0.001 g).
Las mediciones fueron tomadas por dos observadores, el coeficiente de variacion intra-
individuo de estas mediciones fue de 1.96% Yy entre individuos de 2.93%. Para estimar el éxito

de emplumado se registro la supervivencia de las crias hasta el dia 14.
Analisis estadistico

Los andlisis para evaluar el efecto del tratamiento experimental sobre los niveles de
corticosterona tanto de linea base como inducida se realizaron usando una submuestra de las
crias que sobrevivieron hasta el dia 14, al menos una cria por cada nido (n = 43; 22 controles y

21 experimentales). Esta decision fue adoptada debido a limitaciones impuestas por el volumen
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de plasma disponible para los analisis de corticosterona. Sin embargo, es relevante destacar que
es poco probable que la decision adoptada haya sesgado el analisis ya que la supervivencia no
se vio afectada por el FMT. Para evaluar el efecto del tratamiento experimental sobre los niveles
corticosterona linea base, se utilizd un modelo lineal mixto (LMM) independiente para cada
edad de las crias (3, 9 y 14 dias). Cada modelo incluyd la corticosterona linea base como variable
de respuesta y el tratamiento, la fecha de puesta, la presencia/ausencia de crias muertas en cada
nido (como un indicador de la capacidad de los padres para proveer a las crias) como factores
fijos. También se incluyo la interaccion del tratamiento con la edad de la cria y con la
presencia/ausencia de crias muertas en el nido. La identidad del nido y el sitio de anidacion
(bosque o cultivo) fueron incluidos como factores aleatorios.

Para evaluar el efecto del tratamiento experimental sobre el cambio en los niveles de
corticosterona antes versus después de la prueba de estrés al dia 14, se utiliz6 un LMM. Se
calculd el indice de cambio en los niveles de corticosterona como la diferencia entre los niveles
de corticosterona inducida menos los niveles de corticosterona linea base dividido sobre los
niveles de corticosterona linea base (cort inducida dia 14 - cort linea base dia 14/ cort linea base
dia 14). El modelo incluy6 el indice cambio en los niveles de corticosterona después de la prueba
de estrés como variable de respuesta y, el tratamiento, la fecha de puesta, presencia/ausencia de
crias muertas en cada nido y el orden de ingreso de cada cria a la prueba de estrés como factores
fijos; asi como la interaccidn del tratamiento con el orden de ingreso de cada cria a la prueba de
estrés. La identidad del nido y el sitio de anidacion fueron incluidos como factores aleatorios.
En un segundo analisis se evalu6 el efecto del tratamiento experimental sobre los niveles de
corticosterona inducida por la prueba de estrés (i.e. los niveles de corticosterona 30 minutos
después del confinamiento) en las crias al dia 14 utilizando un LMM, que incluyé la fecha de
puesta como covariable, el tratamiento, el orden de ingreso de cada cria a la prueba de estrés y
la presencia/ausencia de crias muertas en cada nido como factores fijos; asi como la interaccion
del tratamiento con el orden de ingreso de cada cria a la prueba de estrés. La identidad del nido

y el sitio de anidacion fueron incluidos como factores aleatorios.

Para evaluar el efecto del tratamiento experimental sobre el crecimiento de las crias

(longitud del tarso, ulna y peso), se resumieron las variables de crecimiento mediante un analisis
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de componentes principales (PCA) para todas las edades (dia 3, 5, 7, 9 y 14). El analisis resulto
en 3 componentes principales (CP) que explicaron el 97.95%, 1.322% vy 0.727%,
respectivamente (autovalores: CP1 = 2.938, CP2 = 0.039 y CP3 = 0.021). Se us6 el primer
componente del PCA (PC1), excluyendo los valores del dia 3, como variable de respuesta en un
LMM, que incluyé la fecha de puesta como covariable, el tratamiento, la edad de la cria, los
valores del PC1 al dia 3 y presencia/ausencia de crias muertas en cada nido como factores fijos;
asi como la interaccién del tratamiento con la edad del pollo y con la presencia/ausencia de crias
muertas en cada nido. La identidad de la cria anidada en la identidad del nido, por una parte, y
el sitio de anidacion, por otra, fueron incluidas como factores aleatorios, con la finalidad de
tener en cuenta la no independencia de las medidas repetidas tomadas en los mismos individuos,

en individuos pertenecientes al mismo nido y en nidos ubicados en el mismo sitio de anidacion.

Finalmente, para evaluar el efecto del tratamiento sobre la probabilidad de supervivencia
de las crias, se realiz6 una regresién de Cox, donde se incluyo la fecha de eclosion como
covariable, el grupo experimental y la edad del pollo como factores fijos, y como factores
aleatorios la identidad de la cria anidada en la identidad del nido, por una parte, y el sitio de

anidacion, por otra.

Todos los analisis fueron realizados en el software R v.4.2.1. (R Core Team 2023),
funcién Imer del paquete Ime4 (Bates y cols. 2010, R Baayen 2008), funcion coxme del paguete
coxme (Therneau 2015) y la funcidn Surv del paquete survival (Therneau y Lumley 2015). Los
modelos fueron simplificados mediante ‘stepwise backward deletion’. Para cada modelo, se
evaluaron los supuestos de normalidad en los residuales utilizando el grafico de cuantil-cuantil
(Q-Q) y el gréfico de residuales versus valores predichos. Cuando fue necesario, se

implementaron transformaciones logaritmicas.
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Resultados
Corticosterona linea base
Antes del tratamiento con FMT, los niveles de corticosterona linea base al dia 3 de edad de las
crias del grupo experimental y control no fueron diferentes (5 = 0.471 + 0.297, F1,10=2.58, P
= 0.12, R?=0.24; Figura 1a). Después del tratamiento con FMT, no se identificé un efecto del
tratamiento sobre los niveles de corticosterona linea base al dia 9 (Figura 1b), pero si al dia 14
post-eclosion. Al dia 14 las crias del grupo experimental presentaron niveles de corticosterona

linea base 40% mayores en comparacion con las crias del grupo control (Figura 1c, Tabla 1).

a) 9.9 1b) 10.7 7 ¢)
T 9.8 | T 10.6
T 9.7 4 10.5 1
* 10.4 -
9.6 - '
10.3 A
' 9.5
o 10.2 1
9.4
10.1 1
1 2.8 1 10.0 1
9.2 : ‘ 9.9 ' T
Control Grupo FMT Control  Grupo FMT Control Grupo FMT
Dia 3 Dia 9 Dia 14

Figura 1. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre los niveles de
corticosterona linea base (se muestra media + EE) de crias de Azulejo de garganta azul S.
mexicana en relacion con la edad (dia 3, 9 y 14). Las crias del grupo control recibieron solucién

salina estéril (n = 22) y las crias del grupo experimental recibieron FMT (n = 21).
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Tabla 1. Efecto del tratamiento sobre la corticosterona linea base de las crias (n = 43 crias: 22 controles y 21 experimentales; n = 24

nidos: 12 controles y 12 experimentales) al dia 9 y 14. Los andlisis se llevaron a cabo usando modelos lineales mixtos (LMM); en negritas

se muestra el modelo final.

Tratamiento
Fecha de puesta

Fecha de puesta
Tratamiento
Crias muertas
Tratamiento x Crias muertas
Factores aleatorios
Id. Nido
Sitio de anidacién

Corticosterona linea base

Estimado * error

0.009 +0.010
0.288 + 0.308
0.209 + 0.306
0.501 + 0.587

Dia 9
F

0.95
0.88
0.47
0.73
DE
0.33
0.29

Gl.Den P R?

Dia 14
Estimado * error F
0.606 +0.214 8.0 40

- - - 0.025+0.008 10.2 40
Variables eliminadas del modelo
17.8 0.34 0.27 - - -
21.1 0.40 - - - -
17.8 0.50 - -0.232+0.204 1.30 39
17.2 0.40 - -0.188+0.394 0.23 38
DE
0
0

Gl. Den

P
0.007
0.002

0.30
0.60
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Respuesta a la prueba de estrés
Indice de cambio en los niveles de corticosterona al dia 14

Se encontro un efecto de la interaccion entre tratamiento y orden de ingreso de cada cria a la
prueba de estrés, sobre el cambio en los niveles de corticosterona al dia 14 (cort inducida dia
14 — cort linea base dia 14 / cort linea base dia 14) (Figura 2, Tabla 2 y Anexo 1). Las crias
que ingresaron en primer lugar a la prueba de estrés (orden 1) tuvieron un aumento en los
niveles de corticosterona en ambos grupos. Las crias que ingresaron en segundo lugar a la
prueba de estrés (orden 2), en promedio, no aumentaron sus niveles de corticosterona en
ambos grupos. Sin embargo, las crias que ingresaron en tercer lugar a la prueba de estrés
(orden 3) tuvieron un patrén opuesto entre grupos. Las crias del grupo FMT tendieron a
disminuir sus niveles de corticosterona, mientras que las crias del grupo control tuvieron un

aumento en los niveles de corticosterona.
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Figura 2. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre el indice
de cambio en corticosterona (cort inducida dia 14 — cort linea base dia 14 / cort linea base
dia 14; se muestra media = EE) de crias S. mexicana al dia 14, con relacion al orden de
ingreso de cada cria a la prueba de estrés. Las crias del grupo control recibieron solucién

salina estéril (n = 22), y las crias del grupo experimental recibieron FMT (n = 21).
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Tabla 2. Efecto del tratamiento sobre el indice de cambio en los niveles de corticosterona
antes versus después de la prueba de estrés al dia 14 (cort inducida dia 14 — cort linea base
dia 14/ cort linea base dia 14) (n = 43 crias: 22 controles y 21 experimentales; n = 24 nidos:
12 controles y 12 experimentales). Los andlisis se llevaron a cabo usando modelos lineales

mixtos (LMM); en negritas se muestra las variables significativas del modelo final.

Indice de cambio en corticosterona

Estimado + error F Gl. Den P R?
Tratamiento 0.347 £0.123 2.36 14 0.14
Fecha de puesta -0.001 + 0.001 4.16 15 0.05
Crias muertas -0.063 £ 0.022 8.19 11 0.01 0.44
Orden -0.022 + 0.034 8.85 27 0.001
Tratamiento x Orden -0.079 £ 0.478 3.78 27 0.03
Factores aleatorios DE
Id. nido 0.011
Sitio de anidacion 0

Niveles de corticosterona inducida

Los niveles inducidos de corticosterona al dia 14 fueron en promedio 32% mayores en las
crias experimentales que en las crias control; sin embargo, esta diferencia no fue significativa
(Figura 3, Tabla 3). Se encontrd un efecto de la variable crias muertas sobre los niveles de
corticosterona inducida por el estrés, las crias de nidos en donde no hubo presencia de crias

muertas presentaron mayores niveles de corticosterona inducida (Tabla 3).
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Figura 3. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre los niveles
de corticosterona inducida por el estrés (se muestra media = EE) de crias de S. mexicana al
dia 14 de edad. Las crias del grupo control recibieron solucion salina estéril (n = 22), y las
crias del grupo experimental recibieron FMT (n = 21).

Tabla 3. Efecto del tratamiento sobre la respuesta de estrés (corticosterona inducida) de las
crias al dia 14 (n = 43 crias: 22 controles y 21 experimentales; n = 24 nidos: 12 controles y
12 experimentales). Los analisis se llevaron a cabo usando modelos lineales mixtos (LMM);

en negritas se muestra el modelo final.

Corticosterona inducida

Estimado + error F Gl. Den P R?
Crias muertas -0.806 £ 0.214 14.12 20.66  0.001 0.46
Orden -0.587 + 0.225 3.7 29.88 0.04 '
Variables eliminadas del modelo
Tratamiento 0.236+ 0.204 1.35 17.50 0.26 -
Fecha de puesta 0.008 £ 0.008 0.94 14.88 0.34 -
Tratamiento x Orden -0.174 £ 0.444 0.077 26.47 0.92 -
Factores aleatorios DE
Id. nido 0.19
Sitio de anidacion 0
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Crecimiento

Después del tratamiento con FMT, no se identificO un efecto del tratamiento sobre las
medidas de tamafio de las crias (PC1) a las edades 5, 7, 9 y 14 dias (después de controlar por
la medida de tamafio al dia 3 PC1) (Figura 4, Tabla 4).
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Figura 4. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre el tamafio
(PC1) de crias de azulejo de garganta azul (S. mexicana) en relacion, a las edades 5, 7, 9, 14
dias (se muestra media + EE). Las crias del grupo control recibieron solucion salina estéril
(n = 22), y las crias del grupo experimental recibieron FMT (n = 21). Las flechas negras

indican las edades 3, 5y 7 dias en las que se administré el FMT.

Tabla 4. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre las medidas
de tamafio (PC1) de las crias al dia 5, 7, 9 y 14 (n = 133 crias: 60 controles y 73
experimentales; n = 39 nidos: 19 controles y 20 experimentales). Los analisis se llevaron a

cabo usando modelos lineales mixtos (LMM); en negritas se muestra el modelo final.
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Crecimiento (PC1)

Estimado + error F Gl. Den P R?
Edad 0.377 + 0.007 2704.72 237 <0.0001 0.91
Fecha de puesta 0.015 + 0.004 11.68 90 <0.0001 '
Variables eliminadas del modelo
Crias muertas -0.225 +0.200 1.3 35.88 0.26 -
PCldia 3 0.013 £ 0.058 0.05 307.00 0.81 -
Tratamiento 0.026 + 0.158 0.03 42.27 0.83 -
Tratamiento x Edad -0.003 £0.011 0.1 371.91 0.76 -
Tratamiento x Crias muertas -0.055 +0.345 0.6 35.43 0.83 -
Factores aleatorios DE
Id. cria/ I. nido 0.2047
Sitio de anidacion 0.0009

Supervivencia
Después del tratamiento con FMT, no se identificO un efecto del tratamiento sobre la
supervivencia de las crias (Figura 5 y Tabla 5). El porcentaje de crias muertas fue de 44%,

las cuales murieron en promedio a los 5y 7 dias la edad.
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Figura 5. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre la
probabilidad de supervivencia por edad de crias de azulejo de garganta azul (S. mexicana).
Las crias del grupo control recibieron solucion salina estéril (n = 22), y las crias del grupo

experimental recibieron FMT (n = 21).
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Tabla 5. Efecto del tratamiento con trasplante de microbiota fecal (FMT) sobre la
supervivencia de las crias (n = 123 crias; 59 controles y 64 experimentales; n = 39 nidos: 19

controles y 20 experimentales). Los andlisis se llevaron a cabo usando modelo de Regresion

de Cox.

Supervivencia

Coef (exp) Se (exp) z P
Variables eliminadas del modelo
Tratamiento 0.9735 0.2212 -0.12 0.90
Crias muertas 0.9735 0.2212 -0.14 0.89
Fecha de puesta 0.9989 0.0079 -0.13 0.90
Tratamiento x Crias muertas 1.0465 0.4554 0.10 0.92
Tratamiento x Fecha de puesta 1.0014 0.0165 0.09 0.93
Factores aleatorios DE
Id. cria/ Id. nido 0.0015
Sitio de anidacién 0.0065
Discusion

En este estudio se evalud la hipdtesis de que la microbiota intestinal modula la disponibilidad
energética de los organismos en vida libre, por via del aumento en los niveles de
corticosterona linea base. Para probar nuestra hipdtesis, se realizd una manipulacion
experimental en la que se suplement6 con FMT (grupo experimental) o solucion salina estéril
(grupo control) a las crias de S. mexicana en vida libre. De acuerdo con lo predicho, se
encontrd que los individuos experimentales presentaron niveles elevados de corticosterona
linea base al dia 14. Sin embargo, no se encontr6 un efecto del tratamiento sobre los niveles
de corticosterona linea base al dia 9, la respuesta al estrés al dia 14, el crecimiento o la
supervivencia. Esto sugiere que, la microbiota intestinal podria estar modulando la
disponibilidad energética de las crias por via del aumento de corticosterona linea base como
se predecia. No obstante, estos resultados deben interpretarse con cautela, dado que solo una
de nuestras tres predicciones se cumplié. De igual manera, aun se requiere corroborar si la
manipulacion experimental afect6 la composicién de la microbiota intestinal de las crias que
fueron inoculadas con FMT en comparacion con las crias del grupo control. Asimismo, es

fundamental evaluar la duracion de cualquier cambio observado, en caso de que este haya
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tenido lugar, para entender el vinculo entre la microbiota intestinal y la disponibilidad

energeética durante el crecimiento.

El tratamiento tuvo un efecto positivo sobre los niveles de corticosterona linea base al
dia 14. Al dia 14, las crias del grupo FMT presentaron un 40% mas altos en los niveles de
corticosterona linea base en comparacion con las crias del grupo control, aunque no se
observaron diferencias significativas en el dia 9. Esto sugiere que el efecto del tratamiento
sobre los niveles de corticosterona podria no ser inmediato, y requerir un periodo de
exposicion a mediano plazo o prolongado al FMT. Se ha observado que el establecimiento y
los efectos positivos de la microbiota intestinal sobre la masa y la supervivencia durante las
primeras etapas de desarrollo en crias del carbonero comun (Parus major) no son inmediatos,
sino que pueden ser evidentes hasta 8 dias después del nacimiento (Davidson y cols. 2021).
Esto se debe a que la microbiota requiere un periodo de tiempo para establecerse y ejercer
sus efectos en el hospedero. Asimismo, el trasplante de FMT, que implica transferir la
microbiota intestinal de un donante al tracto gastrointestinal de un receptor, requiere de un
lapso de tiempo para su establecimiento. Por ejemplo, Van Nood y cols. (2013) observaron
que el uso de FMT fue altamente efectivo en la erradicacion de infecciones por (Clostridium
difficile), en humanos, con cambios en la composicion de la microbiota que se estabilizaron
a las tres semanas después del trasplante. De manera similar, Johansson y cols. (2015)
observaron que la colonizacidon de ratones libres de gérmenes con bacterias fecales de ratones
C57BL/6 (fenotipo de moco normal) llevaba a cambios significativos en el metabolismo del
huésped y la funcion de la barrera intestinal que surgian de 3 a 5 semanas después de la

inoculacion.

Nuestros resultados apoyan parcialmente la hipotesis de que la microbiota intestinal
puede tener un papel en la regulacion energética, lo cual esta en linea con estudios anteriores
en ratones de laboratorio. Al igual que nuestro estudio, que sugiere un efecto de la microbiota
intestinal en los niveles de corticosterona, la investigacion en ratones ha revelado que ésta
puede influir en la modulacion energética del hospedero a través de la absorcion vy el
metabolismo de nutrientes (Rowland y cols., 2018). Por ejemplo, el trasplante de microbiota
fecal de osos pardos a ratones resulta en una mayor acumulacion de grasa en los ratones, lo

cual destaca como la microbiota intestinal puede suplir las necesidades energéticas de etapas
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especificas de los organismos, como la preparaciéon para la hibernacién (Sommer y cols.
2016). En particular, se ha observado que los metabolitos producidos por la microbiota
intestinal, como los &cidos grasos de cadena corta, pueden influir directamente en la
disponibilidad energética (Donohoe y cols. 2011). Adicionalmente, se ha reportado que las
bacterias intestinales estan involucradas en la regulacion del metabolismo energético del
huésped mediante la regulacion del metabolismo de las vitaminas, especialmente las
vitaminas B y K (Gao y cols. 2017). Aunque en nuestro estudio los efectos significativos se
observaron Unicamente en el dia 14 y no en el dia 9, este retraso podria ser indicativo de que
los efectos de la microbiota intestinal en la regulacion energética no se producen de manera

inmediata, sino que requieren de un lapso de tiempo para hacerse evidentes.

El tratamiento no tuvo un efecto sobre el crecimiento. Se esperaba que las crias del
grupo FMT presentaran una mayor tasa de crecimiento que las crias del grupo control. Esto
debido a que la microbiota intestinal suplementada optimizaria la digestion y absorcion de
nutrientes, y consecuentemente, incrementaria los niveles de energia disponibles para el
crecimiento. Sin embargo, no se observaron diferencias post-tratamiento en las medidas de
crecimiento entre las crias del grupo FMT vy el grupo control. Esto podria deberse a que las
crias de aves altriciales suelen manifestar rasgos y estrategias de vida que se asocian a un
sindrome de ritmo de vida rapido; esto incluye una elevada tasa de crecimiento, un alto
metabolismo, una mayor mortalidad durante la juventud, madurez sexual temprana y una
expectativa de vida reducida (Metcalfe y Monaghan 2003; Merrill y cols. 2021). Estos rasgos
que constituyen el sindrome de ritmo de vida rapido podrian restringir la capacidad de las
crias para incrementar aln mas su tasa de crecimiento en respuesta a un suplemento como el
FMT, ya que es probable que estén alcanzando sus limites fisiol6gicos en cuanto a la rapidez
de su desarrollo. Por ejemplo, Austin y cols. (2020) encontrd que las crias de aves tropicales
de latitudes bajas, que exhiben un ritmo de vida lento en promedio, presentaban un
crecimiento embrionario y post-embrionario entre un 20% y 26% mas lento en comparacion
con las crias de especies de aves templadas con ritmo de vida rapido (49 especies templadas
y 153 especies tropicales). Estos resultados sugieren que las crias pueden estar limitadas por
los limites fisiologicos de crecimiento de sus tejidos. En el caso de las especies de

crecimiento lento, al invertir mas en el mantenimiento y desarrollo sostenido de sus
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estructuras corporales a lo largo de un periodo prolongado, no estan presionadas para
alcanzar su capacidad fisiologica méxima en un corto periodo. De este modo, estas especies
mantienen un mayor margen en sus limites fisiologicos para ajustar sus tasas de crecimiento
en respuesta a cambios en el ambiente o en la disponibilidad de recursos. Estas diferencias
en las estrategias de vida y en la proximidad a los limites fisioldgicos podrian explicar por
queé las crias no mostraron un incremento en el crecimiento en respuesta a la inoculacion con
FMT.

Se ha sugerido que los individuos que crecen a un ritmo acelerado pueden tener una
ventaja inicial en términos de tasa de supervivencia durante los primeros dias de vida
(Metcalfe y Monaghan 2001; 2003). Sin embargo, se ha encontrado una relacion negativa
entre crecer rapido y la supervivencia a largo plazo; es decir, los individuos que crecen mas
rapido tienden a experimentar una mayor tasa de mortalidad en su etapa adulta, lo cual
compromete su éxito reproductivo (Geiger y cols. 2012; Cartwright y cols. 2014). Esto es
atribuido a las compensaciones (trade-offs) entre diferentes aspectos biolégicos y estrategias
de vida de los organismos (Metcalfe y Monaghan 2001; Dmitriew 2011). Bajo esta premisa,
la estrategia Optima de las crias desde la perspectiva de su aptitud bioldgica puede no ser
maximizar la tasa de crecimiento, sino mas bien, es posible que estén destinando mas energia
a emplumar mas rapido y desarrollar érganos reproductivos en vez de propiciar un
crecimiento somatico adicional (Tatar y Carey 1995). Por tanto, a pesar de que el tratamiento
con FMT tenga el potencial de mejorar la absorcién de nutrientes, es probable que las crias
no sean capaces de aprovechar estos recursos adicionales en favor de un crecimiento mayor.
Adicionalmente, a pesar de que el aumento de la corticosterona linea base al dia 14 en las
crias del grupo FMT (40% mas altos), podria indicar una mayor disponibilidad energética,
es probable que no haya contribuido al crecimiento, ya que estaba fuera de la ventana de
tiempo para influir sobre el tamafio corporal. A esta edad, las crias de S. mexicana estan en
la fase de emplumado y se preparan para dejar el nido a los 21 dias (Porras-Reyes y cols.
2020).

Estudios recientes en pollos domésticos han encontrado que los individuos que reciben
un suplemento de FMT presentan un mayor rendimiento del crecimiento y ganancia de peso

que los individuos controles durante las tres primeras semanas de vida; sin embargo, después
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de las tres semanas de vida el rendimiento del crecimiento en los individuos del grupo FMT
no es significativamente mayor que en el grupo de control (Yuy cols. 2021). Se ha sugerido
que este efecto transitorio podria deberse a la presencia de bacterias beneficiosas en los FMT
provenientes de donantes saludables, las cuales podrian estimular un mayor consumo de
alimento y a la vez mejorar la digestion, aumentando la disponibilidad energética, y, en
consecuencia, el crecimiento. No obstante, otros estudios han reportado evidencia opuesta
sobre la manipulacion de la microbiota intestinal en crias de aves silvestres. Por ejemplo, en
crias del pingiino de Magallanes (Spheniscus magellanicus) y el gorrion doméstico (Passer
domesticus) se encontrd que la reduccion experimental de la microbiota intestinal mediante
la administracion de antibidticos puede mejorar el crecimiento del huésped (Potti y cols.
2002; Kohl y cols. 2018). Se ha sugerido que este efecto puede ser debido a una disminucién
en la competencia entre el hospedero y la microbiota intestinal por los recursos nutricionales,
permitiendo que el huésped invierta méas energia hacia su propio crecimiento. Esto plantea el
interrogante de si la diversidad microbiana en si misma es siempre beneficiosa, o si la clave
esta en la presencia de ciertas especies microbianas beneficiosas, y no necesariamente en la

diversidad general.

El tratamiento no tuvo un efecto sobre la respuesta al estrés a la edad de 14 dias. Se
esperaba que las crias del grupo FMT presentaran mayores niveles de corticosterona
inducida. Aungue la suplementacion del tratamiento no mostré un efecto directo en la
respuesta al estrés, se encontr6 una interaccion significativa entre el tratamiento y el orden
en que las crias ingresaron a la prueba de estrés. Esto sugiere que el tiempo que cada cria
paso en la caja nido antes de ingresar a la prueba de estrés puede haber tenido una influencia
en el efecto del tratamiento sobre la respuesta de estrés. Las crias de ambos grupos que
ingresaron en primer lugar a la prueba de estrés (orden 1), y que por ende tuvieron un tiempo
de espera mas corto, tuvieron un aumento mayor en los niveles de corticosterona tras la
prueba de estrés (Figura 2 y Anexo 1). Por otro lado, las crias de ambos grupos que ingresaron
en segundo lugar a la prueba de estrés (orden 2), y las crias del grupo FMT que ingresaron
en tercer lugar a la prueba de estrés (orden 3) no aumentaron sus niveles de corticosterona,
lo que podria interpretarse como una respuesta de retroalimentacion negativa por parte del

eje HPA (Zimmer y cols. 2019). Esto podria deberse a que los niveles de corticosterona
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inducidos podrian haber alcanzado un limite maximo, méas alld del cual no aumentaran
independientemente de la intensidad o duracion del estresor como consecuencia de un efecto
techo (Sapolsky y cols. 2000). El cual funciona como un mecanismo protector que previene
los dafios potenciales de mantener altos niveles de corticosterona, los cuales pueden ser

perjudiciales para el organismo (Charmandari y cols. 2005).

Este efecto techo pudo haberse manifestado en las crias de ambos grupos que
ingresaron a la prueba de estrés en el orden 2 y en las crias del grupo FMT que ingresaron en
el orden 3. En el caso de las crias que ingresaron en el orden 2, a pesar de haber ingresado
un tiempo después del orden 1, el intervalo trascurrido entre estos dos érdenes pudo no haber
diferido y por ende sus niveles de corticosterona aun elevados mostraron una disminucion.
Por su parte, las crias del grupo FMT que ingresaron en el orden 2 y 3 ya mostraban niveles
mas altos de corticosterona linea base al dia 14, lo que sugiere una limitacion en su capacidad
de aumentar la corticosterona inducida (Figura 2). Esto puede interpretarse como una
respuesta del eje HPA para restaurar la homeostasis. Por el contrario, las crias del grupo
control que ingresaron en el orden 3 tuvieron un aumento en los niveles de corticosterona, lo
que podria ser atribuido a una menor disponibilidad de energia para responder al estrés, ya
que el intervalo de tiempo entre el orden 1 y 3 fue mayor en comparacion con el intervalo

entre el orden 1y 2.

De igual manera, el tipo de prueba o el tiempo de duracién de la misma podria no haber
sido suficiente para inducir una respuesta de estrés, tal como se ha observado en otras
especies de aves. Por ejemplo, Pakkala y cols. (2013) realizaron un estudio experimental en
palomas bravias (Columba livia) para evaluar como diferentes factores estresantes agudos
afectan los niveles de corticosterona. EI experimento consistié en tres protocolos de estrés
diferentes: en el primero, similar a este estudio, las aves fueron colocadas en bolsas de tela
durante 30 minutos (captura-restriccion); en el segundo, se sujetd a las aves con arneses
durante el mismo periodo de tiempo; y finalmente, en el tercer protocolo, las aves fueron
expuestas a un ataque real pero no letal por parte de un depredador. A diferencia de nuestro
estudio, el protocolo de captura-restriccion si indujo una respuesta de estres, pero el ataque
del depredador resulté en un aumento de mas del doble en los niveles de corticosterona en

comparacion con el aumento observado con el protocolo de captura-restriccion. Esto sugiere
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que el tipo de estresor influye en la respuesta de corticosterona inducida. Algunos individuos
pueden ser méas sensibles 0 mas resilientes al estrés en comparacién con otros, exhibiendo
respuestas de estrés mas pronunciadas a estresores mas amenazantes o relevantes para su
supervivencia, y respuestas atenuadas a estresores menos relevantes. En el caso de las crias
en nuestro estudio, la prueba de restriccion dentro de una bolsa negra pudo haber sido
percibida como una amenaza poco relevante. Esto podria deberse a que las cajas nido donde
se encontraban las crias son oscuras en su interior, y trasladarlas a otro lugar oscuro no
representaria un cambio relevante en su entorno. Dicho de otra manera, este estresor podria
haber sido ecoldégicamente menos relevante para nuestro modelo, ya que las crias estarian
naturalmente aclimatadas a condiciones oscuras y con posibilidades de movilidad

restringidas similares a las de sus nidos.

Finalmente, la posibilidad de que el FMT haya representado un reto para las crias
también debe ser considerada. Mientras que la hipétesis principal de este estudio fue que el
FMT modificaria la disponibilidad energética a través de un aumento en la corticosterona
linea base, el FMT podria haber introducido cambios desconocidos en la microbiota intestinal
que podrian haber actuado como un reto. Los FMT pueden alterar la microbiota intestinal de
los animales y, aunque a menudo se utilizan en medicina como una forma de restaurar una
microbiota saludable, su impacto en un individuo en crecimiento con una microbiota en
desarrollo puede ser impredecible (Borody y Khoruts 2012, Smits y cols. 2013). Las crias
podrian haber experimentado estrés por enfermedad como resultado de la perturbacion de su
microbiota intestinal, lo que podria haber contribuido a incrementar los niveles de
corticosterona linea base observados en el dia 14. El hecho de que las crias que recibieron el
FMT no mostraran efectos negativos en términos de tamafio y supervivencia, a pesar del
incremento en los niveles de corticosterona linea base, es una evidencia notable de la
resiliencia de las crias de S. mexicana en respuesta a desafios ambientales, tal como se ha
observado en otros estudios para la misma poblacién con diferentes manipulaciones
(Montoya y cols. 2020; Hernandez y cols. 2022). A pesar de las alteraciones potenciales en
su microbiota intestinal y los posibles efectos asociados al estrés, las crias fueron capaces de
continuar su desarrollo y alcanzar el mismo tamafio que los controles. Esto habla de la notable

capacidad de S. mexicana para hacer frente a los desafios, y ofrece una vision interesante de
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cémo la fisiologia, la microbiota, y el ambiente interacttan para influir en el desarrollo y la
supervivencia. Pese a que solo identificamos un efecto del tratamiento sobre los niveles
basales de corticosterona al dia 14 (Figura 1c), se plantea la posibilidad que al extender la
duracion de la inoculacion con FMT mas dias, se hubiera observado un efecto mas marcado.
No hubo consecuencias negativas derivadas de la administracion de FMT, lo cual es
relevante, considerando que existia la posibilidad de transferencia de microorganismos
patdgenos. Se requiere, por tanto, confirmar si hubo cambios en la composicion de la
microbiota de las crias que fueron inoculadas con FMT en comparacion con las crias del
grupo control, y evaluar la duracién de cualquier cambio observado, en caso de que este haya
tenido lugar, con el fin de entender mas cabalmente los efectos y la relevancia de la
microbiota intestinal en este contexto.

Conclusion y Perspectiva

Los resultados indican que la manipulacién de la microbiota intestinal influye en los niveles
de corticosterona linea base, lo que apoya parcialmente la hipdtesis de que la microbiota
intestinal podria influir sobre la disponibilidad energética en el organismo. Sin embargo, no
se encontraron efectos significativos de la manipulacion de la microbiota intestinal en la
respuesta al estrés, crecimiento y supervivencia de las crias. No obstante, se requiere
confirmar los efectos del FMT en la microbiota intestinal de las crias, asi como en la respuesta
inmunitaria tras el tratamiento. Estos resultados son de particular interés porgue nos permite
comprender el papel de la microbiota intestinal como un componente vinculado con la

regulacion energética y la homeostasis de los organismos.
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Anexo
Anexo 1. Prueba post-hoc del efecto del tratamiento sobre el indice de cambio en los niveles
de corticosterona antes versus después de la prueba de estrés al dia 14 (cort inducida dia 14
—cort linea base dia 14/ cort linea base dia 14) (n = 43 crias: 22 controles y 21 experimentales;
n = 24 nidos: 12 controles y 12 experimentales). En negritas se muestra los contrastes

significativos.

Contraste Estimado + Error  Gl. Den t P
Control Ordenl - FMT Ordenl 0.0129 + 0.0341 33.7 0.379 0.9989
Control Ordenl - Control Orden2 0.1097 £ 0.0340 30.8 3.229 0.0319
Control Ordenl - FMT Orden2 0.0879 + 0.0400 34.9 2.201 0.2631
Control Ordenl - Control Orden3 0.0229 £ 0.0359 27.8 0.640 0.9869
Control Ordenl - FMT Orden3 0.1346 + 0.0361 34.4 3.727 0.0084
FMT Ordenl - Control Orden2 0.0968 £ 0.0338 344 2.862 0.0710
FMT Ordenl - FMT Orden2 0.0750 + 0.0389 32.8 1.928 0.4040
FMT Ordenl - Control Orden3 0.0100 + 0.0371 325 0.270 0.9998
FMT Ordenl - FMT Orden3 0.1217 + 0.0337 32.6 3.606 0.0120
Control Orden2 - FMT Orden2 -0.0218 £ 0.0384 349  -0569  0.9925
Control Orden2 - Control Orden3 -0.0868 + 0.0345 30.7 -2515  0.1509
Control Orden2 - FMT Orden3 0.0249 + 0.0348 34.8 0.716 0.9788
FMT Orden2 - Control Orden3 -0.0650 + 0.0415 34.2 -1.568  0.6245
FMT Orden2 - FMT Orden3 0.0467 +0.0375 20.6 1.244 0.8103
Control Orden3 - FMT Orden3 0.1117 +0.0383 33.9 2.919 0.0629
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