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Resumen
En aves socialmente monógamas con largos periodos de cuidado parental se ha propuesto que el patrón de

corteje intra-pareja y las cópulas repetidas podrían tener entre otras funciones la de coordinación

reproduct iva, fertilización , evaluación de la calidad de la pareja, o incremento de la certeza de paternidad. En

este estudio evaluamos en Fregata magnificens si la tasa de entrega de ramas y el cambio en el color del saco

guIar del macho durante los días en espera antes de la primera cópula son para la hembra indicadores de la

calidad del macho . También se evaluó si la frecuencia de cópulas y/o el número de días en espera antes de la

primera cópula aumentan la certeza de paternidad (estimada como la probabi lidad de que la pareja establezca

una puesta) y la paternidad del macho pareja. Por último se determinó si las hembras tienen la capacidad de

almacenar esperma en su tracto reproductivo; de ser así, estos almacenes de esperma podrían favorecer la

competencia espermátíca. En 23 parejas de F. magnificens se determinó la fecha de inicio de la pareja, de

puesta o de disolución de la pareja, la tasa de entrega de ramas para la construcción del nido, el color del saco

guIar durante los días en espera a la primera cópula, la frecuencia de cópulas intra y extra-pareja, y la

presencia de las aves focales en los sitios de cortejo. Se realizaron análisis de paternidad en 24 familias (7

familias focales en las observaciones de conducta y 17 familias que se usaron solo para análisis de paternidad)

usando la técnica de microsaté lites, y se sacrificaron 2 hembras para investigar la presencia de estructuras

para almacenar espermatozoides. Respecto a la hipótesis de evaluación del macho por parte de la hembra, se

encontró una correlación positiva entre la tasa de cópulas y la tasa de entrega de ramas, pero aunque la

tendencia fue en el sentido esperado el color del saco guIar al realizarse la primera cópula y el éxito de puesta

no estuvieron relacionados significativamente . Acorde con la hipótesis de aumento de la certeza de

paternidad, se encontró una relación positiva entre la tasa de cópulas por día y la probabilidad de éxito de

puesta , sin embargo, los nidos que fracasaron por el abandono del macho no presentaron una diferencia

significat iva en la tasa de cópulas con respecto a los que fracasaron por el abandono de la hembra . No se

encontró paternidad extra-pareja. Las dos hembras analizadas presentaron estructuras para almacenar

espermatozoides en el tracto reproduc tivo, lo que se confirmó en una de las hembras en donde se encontraron

espermatozoides dentro de estas estructuras. Este estudio sugiere que durante el periodo de cortejo intra

pareja en F. magnificens ambos miembros de la pareja continúan evaluándose, lo que posiblemente ha

favorecido un periodo largo de cortejo. Aunque, el riesgo de competencia espermática vía cópulas extra

pareja al parecer es bajo en esta especie (en nuestro estudio no se registraron cópulas extras) dado que las

hembras tienen estructuras que les permiten almacenar esperma, las cópu las pre-pareja podrían ser una fuente

de riesgo de competencia espermática. Los resultados de este estudio indican que en cualquier caso las

estrategias de los machos, como las cópulas intra-pareja repetidas son eficientes en asegurar su paternidad.

Finalmente, este estudio reporta por primera vez en esta espec ie la ocurrenc ia de falsa maternidad; en 3

familias se encontró materni dad extra-pareja. Lo anteríor sugiere la existencia de conflicto sexual de intereses

entre los miembros de la pareja . Para evaluar si esta conducta es una estrategia reproductiva alternativa será

necesario e interesante evaluar los mecanismos conductuale s y determinar cuales son los costos y benefic ios

para la pareja y la hembra parásita.
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Introducción

Darwin (1871) definió la selección sexual como el proceso por el cual individuos de la misma

especie compiten entre sí para la obtención de apareamientos. La selección sexual puede operar por

competencia entre machos (selección intrasexual) o por preferencia de la hembra por ciertos

machos que despliegan ciertas características o conductas (selección intersexual) (Darwin 1871).

Los machos que desplieguen los caracteres más exagerados o intensos obtendrán mas hijos, lo cual

favorece la evolución de caracteres más elaborados . Las hembras que eligen a un macho en función

de caracteres sexuales, dependiendo del carácter en particular, podrían obtener beneficios directos

como recursos y/o cuidado parental , o beneficios indirectos como crías que hereden del padre

mayor viabilidad o características atractivas (revisión en: Meller & Alatalo 1999, Neff & Pitcher

2005).

En especies donde el cuidado biparental es necesario para la supervivencia de las crías, las

oportunidades de apareamiento serán limitadas; ya que la mayoría de los individuos permanecerá

con la pareja por más tiempo y en algunos casos durante toda la temporada reproductiva. Se habla

de un sistema de apareamiento monógamo cuando un macho y una hembra se asocian durante un

evento reproductivo para la crianza y se supone que su evolución se basa en que es necesario el

cuidado biparental para la supervivencia de la progenie (Krebs et al. 1993). En este tipo de sistema

se espera una selección por parte de los dos sexos ya que ambos invierten en la crianza (Trivers

1972, Johnstone et al. 1996. e.g. Jones et al. 2001). Se espera que el sexo que invierte más sea el

más selectivo y los individuos de baja calidad sean menos discriminantes que los individuos de alta

calidad (Burley 1977, Johnstone et al 1996). La decisión de una hembra de emparejarse con un

macho estará basada en si éste es de buena calidad (Trivers 1972), si proporcionará cuidado parental

(Trivers 1972) y en la posibilidad de encontrar otro macho (Kvamemo y Ahnesjo 1996). Por su

parte , la decisión del macho de emparejarse con una hembra estará basada en la calidad de ésta (e.g.

Jones et al. 2001), y su percepción de paternidad (Jones y Hunter 1993, Amundsen et al. 1997,

Amundsen 2000) . Se pensaba que en un sistema monógamo la selección sexual operaba de manera

similar en ambos sexos, ya que se suponía la exclusividad de cópulas, sin embargo, estudios

moleculares y conductuales recientes han demostrado que en varias especies de aves con sistemas

monógamos, existen fertilizaciones fuera de la pareja (revisión: Griffith et al 2002;) . Estas

fertilizaciones extra-pareja son una fuente de variación en el éxito reproductivo del macho y de .la

hembra e incrementan la intensidad de selección sexual (Sheldon y ElJegren 1999). Es decir, hacen

que el sistema se asemeje más a un sistema poligínico.
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Cortejo intra-pareja y cópulas repetidas

La elección y evaluación de la pareja, y finalmente del padre genético en aves, es un proceso que

puede utilizar la conducta de cortejo intra-pareja antes y después de la cópula, la frecuencia y

temporalidad de las cópulas intra-pareja, así como una gran variedad de señales fenotípicas (e.g. el

color del plumaje, los cantos, el tamaño; Hill 1991, Palokangas et al. 1994, Moller y Thomhill

1998, Senar et al. 2002, Torres y Velando 2003). Estas conductas y características son costosas para

el individuo que las realiza o las produce y afectan potencialmente el éxito reproductivo, aunque en

algunos casos su función es difícil de explicar. Por ejemplo, en varias especies de aves socialmente

monógamas existen cópulas repetidas antes de la puesta, durante y fuera del periodo fértil de la

hembra (Birkhead et al 1987). Estas cópulas repetidas son dificiles de explicar ya que un eyaculado

contiene millones de espermatozoides capaces de fertilizar los folículos maduros de la hembra. Se

han sugerido varias hipótesis no excluyentes sobre la función del cortejo intra-pareja y de las

cópulas repetidas intra-pareja, las principales son: (1) coordinación reproductiva y fertilización, (2)

evaluación de la calidad de la pareja, y (3) competencia espermática y aumento de la certeza de

paternidad (Birkhead 1987, Krebs y Davies. 1993, Hunter et al. 1993).

Hipótesis de coordinación reproductiva y fertilización

Existen varios estudios sobre el cortejo como proceso de coordinación reproductiva (Runfeldt y

Wingfield 1985, Wingfield 1994). Se sabe que en algunas especies de aves el canto de los machos y

su cortejo promueven el desarrollo de los folículos, como en el canario común (Serinus canarius) y

en la codorniz común (Coturnix coturnix; Wingfield 1994); aunque en otras especies son solo los

machos los que se coordinan fisiológicamente con las hembras (Runfeldt y Wingfield 1985). En un

estudio en el gorrión cantor (Melospiza melodia) los machos que recibieron implantes de

testosterona extendieron el periodo reproductivo, aumentaron las conductas de cortejo y defensa del

territorio y retrasaron la muda, mientras que las hembras asignadas a estos machos no realizaron

conductas de cortejo, ni retardaron la muda pero sí abandonaron el territorio (Runfeldt y Wingfield

1985). En contraste, al prolongar el periodo reproductivo de las hembras colocándoles implantes de

estradiol, los machos permanecieron en el territorio, retrasaron la muda y presentaron niveles de

testosterona altos (Runfeldt y Wingfield 1985).

El copular varias veces podría reducir la incidencia de huevos infértiles (Hunter et al. 1993).

También, las cópulas repetidas podrían estimular la ovulación de la hembra (Hunter et al 1993).
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Hipótesis de evaluación de la calidad pareja

En especies con cuidado biparental se espera que hembras y machos evalúen la habilidad de la

pareja para invertir en las crías (Moller & Thornhill 1998), y que los machos evalúen su certeza de

paternidad (Krebs & Davies 1993). Por ejemplo, en el estudio realizado con la tórtola de collar

(Streptopelia risoria) se observó que los machos atacaban y rechazaban en base a su conducta, a las

hembras antes expuestas con otros. Al parecer los machos son capaces de detectar a las hembras

que ya estuvieron con otra pareja, debido a que, las hembras realizan cierta postura, la cual se

realiza en una etapa avanzada del cortejo, producto de la estimulación del macho, por 10 tanto, es un

indicador de que la hembra copuló o al menos cortejó previamente con otro (Erickson & Zenone

1976, Zenone et al. 1979).

También, si la tasa de cópulas esta correlacionada con la calidad y/o condición del macho, las

cópulas repetidas pueden servir a la hembra para evaluar la calidad del macho o su condición

(Westneat et al 1990).

Hipótesis de competencia espermática y aumento de la certeza de paternidad

Las conductas durante el cortejo intra-pareja de íos machos que se han interpretado como

mecanismos para incrementar su certeza de paternidad son: el cuidado de la pareja durante el

periodo fértil (Schulze-Hagen et al. 1995), la agresión a la pareja, si ésta está dispuesta a copular

relativamente pronto (Erickson y Zenone 1976, Zenone et al. 1979), retraso de las cópulas intra

pareja si la pareja se forma poco antes del periodo fértil, o simplemente abandono de la pareja

cuando está en riesgo la paternidad, por ejemplo ante una puesta rápida de la hembra (Cezilly y

Nager 1995, Osorno et al., sin publicar), el incremento de la frecuencia de cópulas intra-pareja

(Birkhead et al. 1988, Meller 1987), la eliminación de huevos (Osorio-Beristain y Drummond 2001,

Veiga 1993), o reducción del cuidado paterno (Trivers 1972, Davies et al 1992, Owens 1993, Dixon

et al. 1994, Westneat & Sargent 1996, Mauck et al. 1999, Chuang-Dobbs et al. 2001). Sólo en casos

en los que la protección de la paternidad este restringida y existan altos costos para obtener una

nueva pareja, se esperaría que los machos modulen su contribución parental de acuerdo a su

paternidad percibida; no obstante, si no existe percepción de la paternidad la inversión parental no

será modulada (Whittingham et al. 1992, e.g. Davies 1992).

En las especies donde es posible el cuidado de la pareja, el macho permanece muy cerca de la

hembra, de esta manera es capaz de impedir y detectar cópulas extra-pareja de su hembra (Birkhead

1998). Por ejemplo , en el cardenal rojo (Cardinalis cardinalis) los machos permanecen el 73% de

su tiempo a 8.8 (±3.9) metros de su hembra en los nidos que se forman al principiode la temporada
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reproductiva (Ritchison et al. 1994); en el acentor común (Prunella modularis) al presentarse dos

machos en el mismo territorio, el macho dominante permanece un 80% del tiempo a unos cinco

metros de su hembra y en los territorios donde sólo hay un macho, el macho permanece 60% del

tiempo a unos cinco metros de su hembra (Davies 1992). Sin embargo, existen otras especies donde

el cuidado de la pareja no es tan intenso, corno en el escribano cerillo (Emberiza citrinella), donde

los machos resguardan a su pareja durante el periodo fértil (Sundberg 1992). En la mayoría de las

especies el periodo fértil comienza diez días antes de la puesta del primer huevo y termina cuando

el último óvulo se fertiliza (Birkhead y Meller 1992).

En las aves la frecuencia de fertilizaciones extra-pareja en especies socialmente monógamas es alta

al igual que las cópulas extra-pareja (Griffith et al. 2002) . Las fertilizaciones extra-pareja pueden

deberse a cópulas extra-pareja (Birkhead et al. 1988, Birkhead y Lessells 1988, Hunter et al. 1992),

o a cópulas previas a la formación de la pareja siempre que el esperma pueda permanecer viable

(Birkhead y Meller 1992; e.g. Olsson et al 200 1). Las cópulas extra-pareja se definen corno aquellas

cópulas que realiza la hembra con cualquier individuo que no sea su pareja ; estas pueden ser

forzadas o solicitad as por la hembra (no forzadas ; Birkhead y Moller 1992).

Cuando una hembra copula con más de un macho en un mismo evento reproductivo se establece la

posibilidad de que opere la competencia espermática; es decir, la competencia entre

espermatozoides de dos o más machos por la fertilizaci ón de los óvulos de una hembra (Parker

1979). En el caso de las aves, las hembras de algunas especies pueden almacenar espermatozoides

viables por días o semanas en túbulos especializados para el almacenamiento de espermatozoides

(Jonhnsen 1998), y esto podría promover la competencia espermática (Birkhead y Meller 1992), o

permitir que opere algún tipo de elección críptica por parte de la hembra (Eberhard 1996). La

elección críptica se refiere a la elección postcópula que realiza la hembra del macho que fertilizará

sus huevos, por medio de algunas conductas, estructuras morfológicas o fisiológicas presentes en la

hembra (Eberhard 1996).

Los túbulos especializados para el almacenamiento de espermatozoides en el tracto de la hembra

son invaginaciones del epitelio cuya función es almacenar espermatozoides (Van Drimmelen 1946).

Estas estructuras están presentes en el tracto reproductor de la hembra en la región del infundíbulo

(Van Drimmelen 1946) y en la región útero-vaginal (Hatch 1983, Bakst y Bird 1987). Estas

estructuras guardan a los espermatozoides que entran en el tracto reproductor de la hembra y

después son liberados y transportados al infundíbulo donde se lleva a cabo la fertilización (Johnson
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2000). La vida media de los espermatozoides dentro del tracto de la hembra es de entre 6 a 45 días

(Birkhead y Moller 1992). Adicionalmente, se sabe que el último macho en copular con la hembra

es el padre de la mayoría de los críos (precedencia esperm ática; Birkhead et al. 1988, Birkhead y

Meller 1992, Birkhead y Biggins 1998). Se ha sugerido que esto ocurre debido a la pérdida pasiva

de esperma: el segundo macho que insemina a una hembra tendrá una tasa más alta de huevos

fecundados que el primer macho que copuló, ya que el esperma del primer macho se habrá ido

perdiendo. Por ejemplo , en el diamante mandarín (Poephi/a guttata) en el 84% de los casos el

último macho en copular con la hembra fertilizó a los huevos (Birkhead et al. 1988), mientras que

en el pinzón cebra (Taeniopygia guttata) en el 80% de los casos el último macho en copular

fertilizó los huevos de la hembra (Birkhead et al. 1989).

El incremento en la frecuencia de cópulas antes del periodo fértil de la hembra puede promover la

disolución de esperma de otros machos (Hunter et al. 1992), formar la estratificación del esperma ,

es decir la formación de capas de espermatozoides (Westneat 1996), o remplazar el cspenn a

guardado en túbulos especializados para el almacenamiento de esperma en el tracto de la hembra

(Hatch 1983). El incremento en la frecuencia de cópulas es un mecani smo que normalmente ocurre

en especies donde el resguardo de pareja no es posible , como en aves coloniales (Birkhead et al.

1989, Hunter et al. 1992), y en aves de presa (Birkhead et al. 1988, Melle r 1987). En las aves

coloniales un miembro de la pareja permanece defendiendo el nido mientras el otro miembro

forrajea. En las aves de presa , la hembra permanece todo el tiempo en el nido y el macho la

alimenta.

También se ha sugerido que las hembras podrían presentar conductas para incrementar la confianza

del macho sobre su paternidad. Estas pueden ser la solicitud o cooperación en las cópulas con su

pareja (Birkhead et al. 1989, Petrie 1992).

Señales fenotípicas

Por otro lado, además del cortejo y la frecuencía de cópulas existe un gran número de estudios que

indican que hembras y machos utilizan señales fenotípicas para evaluar a sus parejas (Hill 1991,

Palokangas et al. 1994, Moller y Thornhill1998, Senar et al. 2002, Torres y Velando 2003). HiII

(1991) demostró en el pinzón mexicano (Carpodacus mexicanus), una correlación positiva entre el

color de los machos , luminosidad del plumaje de los hijos y la tasa de alimentación a la madre y a

los pollos. En el cernícalo común (Falca tinnuncu/us) se encontró que las hembras preferían a los

machos con plumajes más brillantes y también se encontró una correlación positiva entre la

7Neevia docConverter 5.1



coloración de los machos, el número de críos y su habilidad para la caza (Palokangas et al. 1994).

Las parejas con machos con plumajes más brillantes tuvieron un éxito reproductivo mayor que las

parejas con machos con plumajes pardos. También se encontró que en las parejas con machos

"brillantes" las hembras cazaban menos que en las parejas con machos "pardos". Estos resultados

muestran que la coloración de los machos refleja su habilidad en el cuidado parental, lo que

favorece la preferencia de las hembras por machos con plumajes brillantes (Palokangas et al. 1994).

En los bobos de patas azules (Sula nebouxii), un ave marina con un largo cuidado biparental, las

hembras prefieren a los machos con las patas de un azul turquesa mas brillante, que está relacionado

con una mejor condición nutricional y tasas mas altas de crecimiento de sus crías (Torres y Velando

2003; Torres y Velando 2005). Estos resultados muestran que el color de las patas de los machos es

un ornamento o indicador de calidad que pueden utilizar las hembras durante el cortejo intra-parej a.

Historia natural de F. Magnificens

Las fragatas Fregata magnificens, son aves marinas coloniales socialmente monógamas y

sexualmente dimórficas: las hembras son 6 a 12% mas grandes que los machos (Nelson 1975), el

plumaje de éstos es casi o completamente negro y presentan un saco guIar, el cual es rojo escarlata

durante el periodo de cortejo (Nelson 1975). El plumaje de las hembras es negro y blanco el pecho

(Nelson 1975). Ponen solamente un huevo y presentan cuidado biparental por periodos de 20 a 125

días, por lo que la adecuación del macho se basa en ser el padre genético del pollo (Osomo 1996).

Después de esta primera parte de cuidado biparental el macho deserta y la hembra continua el

cuidado de la cría por 12 a 15 meses más (Osomo 1996, Osomo y Szekely 2004). La mortalidad de

los pollos es alta al desertar el macho durante los primeros 30 días de nacido el crío y va

disminuyendo al quedarse más tiempo el macho en el nido (Osomo 1996).

En estas aves el periodo de cortejo es un proceso que puede durar en promedio 13 días (E.E.=0.89;

Osomo 1996). Al inicio de este proceso el macho perchado sobre la rama de un árbol, despliega su

saco guiar inflado que es de color rojo muy brillante, y espera a ser preferido por una hembra. El

sitio desde donde despliegan los machos será el sitio donde construirán su nido (Osomo 1996). No

existen estudios detallados sobre la segunda parte del cortejo , sin embargo , Osomo (1996) ha

descrito algunos aspectos del cortejo de esta especie en la localidad de la Isla Isabel, Nayarit, en el

pacífico mexicano . Las hembras sobrevuelan el área, visitando a varios machos antes de

permanecer con uno en particular. Una vez que la hembra se percha junto a un macho permanece en

contacto físico con él por aproximadamente dos días sin que ninguno de los dos se aleje del sitio; si

durante este periodo el macho o la hembra se alejan, la pareja se disuelve . Después de este periodo
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de latencia o permanencia juntos la pareja copula y construye el nido durante varios días (13±0.89

días, rango=7 a 23, n=22 ; Osomo 1996). Al princípio del periodo de construcción de nido y cópulas

la hembra y el macho permanecen un 70% del tiempo j untos; después el macho comienza a llevar

ramas para la construcción del nido perm aneciendo menos tiempo en éste; al final de este periodo ,

el macho aporta la mayor cantidad de ramas (Osomo 1996). La frecuencia de cópulas presenta el

pico máximo 6 días antes de la puesta del huevo y decrece dos días antes de la puesta , en promedio

copulan 1.3 veces por día (E.S.=0.2, rango Oa 10, n=22; Osomo 1996).

Se ha observado que en estas aves aproximadamente el 50% de las parejas formadas fracasan antes

de la puesta del huevo y despu és de copular varias veces (Osomo 1996). También se ha detectado

un porcentaje bajo de cópul as extra-pareja (8%; Osomo 1996). Es posible que las disoluciones de

parejas iniciadas por el macho antes de la puesta se deban a la detección del macho de cópu las

extra-pareja de la hembra o a cópu las pre-pareja realizadas por la hembra suponiendo que ésta

puede almacenar esperma y mantenerlo viable hasta su periodo fértil. Por otro lado, la disolución de

la pareja iniciada por la hembra podría deberse a la evaluación negativa que la hembra hace de la

calidad del macho . Por ejempl o, un pos ible indica dor de calidad del macho podría ser la tasa de

entrega de ramas. En la fraga ta com ún, la obtención de ramas es una activ idad que solo realizan los

machos y que es aparentemente riesgosa y energéticamente costosa. La obtención directa de ramas

implica el riesgo de queda r atrapado en el sotobosque y una vez que el macho tiene una rama es

atacado y persegu ido por varios machos que intentan robarle el material. Por lo anter ior la hembra

podría evaluar la calidad del macho por la cantidad de rama s que éste le entrega para la

construcción del nido ; y la cantidad de material para el nido debe ser un elemento importante para

asegurar que el huevo teng a una superficie adecuada y no se caiga.

Para evaluar las posibles funciones del cortejo intra-pareja y de las cópulas repetidas en

Emagnlficens se describieron las conductas que ocurrieron después de formada la pareja y el patrón

de cópula intra y extra -pareja de hembras y macho s. Se establecieron las consecuencias, en términos

de la paternidad, de las cópulas extra o previas a la pareja y se pusieron a prueba predicciones de las

hipótesis de evaluación de la calidad de la pareja y competencia espermática e incremento de la

certeza de paternidad. Por último se determinó si las hembras tienen estructuras en el tracto

reproductivo que les permitan almacenar esperma de cópu las extra o previas a la pareja.

En aves socialmente monógamas con largos periodos de cuidado parental se propone que el patron

de cortejo intra-pareja y de las cópulas repetidas tienen como función evaluar e incrementar su

certeza de paternidad, y de la evaluación de la calidad pareja .
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Objetivos

l . Describir el patrón de entrega de ramas intra-pareja en la fragata común y su relación con la

tasa de cópulas y la probabilidad de abandono del nido por la hembra.

2. Evaluar si el color del saco guIar al realizarse la primera cópula está relacionado con el

éxito de puesta .

3. Describir el patrón (frecuencia y temporalidad) de cópulas intra-pareja y extra-pareja y su

relación con el éxito de puesta.

4. Evaluar si existe relación entre el número de días en "espera" antes de la primera cópula y

(a) la tasa de cópulas, (b) la probabilidad de éxito de puesta .

5. Determinar la proporción de falsa paternidad y su relación con el patrón de cópulas intra y

extra pareja.

6. Determinar si las hembras tienen estructuras en el tracto reproductivo que les permitan

almacenar esperma.

Hipótesis y predicciones

Evaluación de la calidad de la pareja

La tasa de entrega de ramas es un indicador para la hembra de la calidad del macho, por lo que

esperamos:

1) Una relación positiva entre la tasa de entrega de ramas y la tasa de cópulas.

2) En nidos donde la hembra abandonó, la tasa de entrega de ramas será menor que en nidos

abandonados por el macho.

El color rojo y tamaño del saco guIar del macho reflejan su condición de salud o calidad fenotípica

y el reasignar los recursos necesarios para desplegar un saco guIar rojo intenso lleva varios días . Por

10tanto, el mantener el color rojo hasta la primera cópula podría indicarle a la hembra la condición

y calidad del macho, por lo que esperamos que en comparación con los machos de sacos guIares

con colores mas naranjas :

3) Los machos con sacos guIares mas rojos y grandes a la primera cópula tengan una

mayor probabilidad de éxito de puesta .
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Competencia espermática e incremento de la certeza de paternidad.

Durante el cortejo intra-pareja los machos incrementan su certeza de paternidad aumentando la

frecuencia de cópu las y/o aumentando el número de días en espera antes de la primera cópula, por

lo que esperamos :

4) Una relación positiva entre la tasa de cópulas y la probabilidad de éxito de puesta.

5) Una relación positiva entre el número de días en espera y el éxito de puesta .

6) Una relación positiva entre la tasa de cópulas y la paternidad del macho pareja.

11
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Métodos

Área de estudio y registro de conducta

El estudio se llevó a cabo de noviembre a diciembre del 2001 en la población de F. magnificens que

anida en la Isla Isabel, Nayarit, México (21° 52'N, 105° 54'W). Se registró diariamente el cortejo

en un total de 39 parejas desde su formación hasta la puesta del huevo o hasta la disolución de la

pareja; las parejas que se iban formando se agregaban a la muestra de estudio . Se observaron los

machos que desplegaban un saco guIar rojo e inflado y se inició el registro de conducta cuando una

hembra estaba con él por más de dos horas y el saco- guIar del macho comenzaba a desinflarse o

estaba desinflado, en este momento ya eran considerados pareja. Se consideró que una pareja estaba

disuelta cuando en el sitio de despliegue (1) sólo estuvo presente un miembro de la pareja por un

periodo de más de 6 días, (2) cuando ninguno de los miembros de la pareja estuvo presente (si el

nido se deja desatendido por varios segundos, otros machos toman inmediatamente el sitio, Osomo

1996), y/o (3) cuando se observó a un nuevo macho desplegando en el sitio de la pareja focal. Las

aves de las parejas focales fueron marcadas temporalmente durante la noche con chorros de pintura

de agua; se utilizó este método para disminuir la perturbación durante el cortejo , cuando las aves

son mas sensibles . Los registros de conducta se llevaron a cabo por tres observadores de las 06:00 a

las 18:00 h, en relevos de dos horas y media. El promedio de parejas que registraba un observador

fue de 9 parejas al día (±0.13, rango=1 a 19). Las observaciones se hicieron desde una caseta

situada a una distancia entre 4 a 20 m de los nidos focales; a esta distancia las aves no son

perturbadas.

De cada pareja se registró cualitativamente el color del saco guIar (rojo, rojo-naranja, naranja, rosa

o blanco) y su tamaño (muy inflado, inflado, desinflado o contraído) . Los criterios para determinar

las categorías de color se establecieron mediante la observación de la variación natural en el color

de los sacos guIares durante las pruebas de confiabilidad que se realizaron previo al inicio de los

registros. Un saco guIar se consideró muy inflado cuando parecía estar a su máxima capacidad y se

alcanzaban a ver algunas venas en éste; inflado cuando no estaba a su máxima capacidad pero si

presentaba bastante volumen; desinflado cuando no presentaba ningún volumen y la membrana del

saco guIar se encontraba flácida y colgando; y contraido cuando era muy pequeño sin notarse

capacidad para ser inflado. Se registró la fecha, hora de llegada y salida de los individuos, la

presencia de huevo en el nido y la presencia de los individuos en el sitio de despliegue cada hora. Se

registró la frecuencia de entrega de ramas por parte del macho focal (intra-pareja) o por cualquier

otro macho (extra-pareja), y las cópulas intra y extra-pareja. Se registró cópula cuando el macho

12Neevia docConverter 5.1



subía al dorso de la hembra con las alas extendidas y se orientaba en la misma dirección que la

cabeza de la hembra, ésta extendía su cuello y el macho tocaba su cuello con el pico rozando las

plumas de la cabeza de la hembra. En esta posición el macho se movía hacia atrás moviendo las

plumas de su cola y empujando las plumas de la cola de la hembra a un lado. La hembra levantaba

las plumas de la cola y el macho movía la pelvis hacia abajo hasta alcanzar la cloaca de la hembra .

Se registró intento de cópula cuando el macho se paraba en la espalda de la hembra sin alcanzar la

aposición de cloacas . Se registró cópula extra-pareja cuando el macho que subía al dorso de la

hembra no era el macho focal marcado.

Para determinar la fecha de puesta y presencia del huevo en el nido se realizaron inspecciones

nocturnas cada dos días en las horas sin luna. En los días de luna Hena no se hicieron inspecciones.

En nueve nidos se determinó la fecha de puesta por este método, en cinco nidos la fecha de puesta

se observó durante los registros de conducta. Una vez puesto el huevo, cuando las aves son menos

propensas a abandonar por perturbación, se capturaron por la noche a ambos miembros de la pareja .

De cada ave capturada se midió el pico y la ulna (± 1 mm), se pesó (± 20g), se colocó una etiqueta

numerada en el ala izquierda y se obtuvo una muestra de 100¡.tl. de sangre para el análisis de

paternidad .

De las 39 parejas incluidas en este estudio 18 fueron exitosas (lograron poner huevo) y 21 no

lograron poner huevo. En 14 de las 18 parejas exitosas se determinó la fecha de formación de la

pareja y la fecha de puesta; en dos parejas sólo se determinó su fecha de formación y no se

determinó la fecha de puesta y en dos parejas sólo su fecha de puesta pero no su fecha de

formación. En 17 de las 21 parejas que no lograron poner huevo se determinó la fecha de inicio de

pareja y la fecha de disolución de la pareja. Sólo en tres parejas no se determinó la fecha de inicio.

De estas parejas, ocho perdieron el nido al ser robados por otras fragatas, cinco se disolvieron por

abandono del macho, cuatro por abandono de la hembra, dos parejas se disolvieron durante la noche

y dos parejas desertaron del nido posiblemente por la interferencia de los observadores durante las

inspecciones nocturnas.

Con cada observador se realizaron pruebas de confiabilidad durante aproximadamente una semana.

Para realizar las pruebas de confiabilidad primero se mostraron las diferentes conductas a los

observadores. Las pruebas consistieron en la observación y registró de las diferentes conductas de

nidos seleccionados. Las observaciones fueron hechas por dos observadores (uno de los

observadores ya había realizado pruebas de confiabilidad y estandarizado sus observaciones de las
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conductas) durante una hora y media a dos horas dos veces al día. Al final del día se obtenía la

diferencia entre los registros. Todas las diferencias se analizaban y platicaban con los observadores.

Las pruebas continuaron hasta lograr una diferencia del 5% al 0% (Observador 1: r=0.980, p=O.OO 1,

n=6; observador 2: r=0 .935, p=0 .006, n=6; observador 3: r=0 .975, .p=0.001, n=6) .

Análisis de la paternidad

Para los análi sis de paternidad, se intentó colectar de los adultos y la cría en cada nido focal 100¡.11

de sangre. La sangre fue colocada en tubos ependorff que contenía 1mI de una solución de lisis

(EOTA \O mM, Tris-CI IOmM , SOS 2% pH=8.0) a temperatura ambiente. En el caso de que un

huevo fuera expulsado del nido por accidente o por robo del nido por otras aves, se colectó el

embrión y se conservó en solución de lisis. En marzo de 2002 regresamos a la isla para obtener la

sangre de los crío s de los nidos focales donde el huevo no se perdió, sin embargo ningún pollo

sobrevivió. En total , de las 39 parejas focales se obtuvo sangre de siete familias completas; en estas

siete famili as los nido s fueron abandonados por lo que los huevos fueron colectados.

Las mue stra s se analizaron utilizando la técnica de microsatélites. Los microsatélites son secuencias

de pare s de bases repetidas en " tándem" (Lewin 1997). El tamaño de las secuencias es muy variable

entre los individuos, debido a una tasa de mutación alta. Cuando el ADN se replica en la meiosis , la

AON polimerasa puede deslizarse hacia delante o hacia atrás en las regiones repetidas quitando o

añadiendo pares de bases a la hebra hija . Esto significa que la nueva hebra de ADN tiene tan solo un

poco menos o un poco más de pares de bases que la hebra madre. Estas alteraciones son heredadas

"mendelianamente", por lo que pueden ser utilizadas para las pruebas de paternidad.

La técnica de microsatélites consiste en: a) extracción orgánica de AON a partir de las muestras de

sangre; b) amplificación de microsatélites específicos de F. magnificens por PCR (Polyrnerase

Chain Reaction), y e) electroforesis en gel de poliacrilamida. Se utilizaron cuatro microsatélites

polimórficos especialmente diseñados para esta especie (Serrano P.M., datos no publicados; Tabla

1). La falsa paternidad es posible atribuirla cuando el crío no comparte al menos uno de los alelos

con el macho de su familia. Igualmente se puede determinar la ocurrencia de falsa maternidad

comparando los alelos de la cría con los de la supuesta madre. La técnica se explica en mas detalle

en el apéndice l .
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Determinación de la presencia de estructuras para almacenar espermatozoides

Una condición que puede afectar las estrategias de cópula de las hembras es su capacidad para

almacenar en el tracto reproductivo espermatozoides viables . Para establecer si la hembra de fragata

tiene tales estructuras en donde pueda almacenar esperma, se sacrificaron dos hembras, las cuales

llevaban alrededor de 6 días de haber formado una pareja y tenían entre tres y cuatro días copulando

respectivamente . Las dos hembras se sacrificaron inyectándoles 2ml de pentobarbital (anestés ico),

posteriormente se extrajo el oviducto y el ovario. El oviducto y el ovario se fijaron en

paraformaldehido al 4%. Este procedimiento permite que las células preserven sus características

estructurales y bioquímicas hasta su análisis histológico . El análisis consistió en: a) obtención de

cortes y localización de las estructuras para almacenar espermatozoides en el microscopio de luz y

b) obtención de cortes y localización de las estructura s en el microscopio electrónico. El detalle de

esta técnica se encuentra en el apéndice 2.

Análisis de datos

Los nidos que se perdieron durante la noche (n=2), los desertados por la interferencia de los

observadores (n=2) y los nidos robados por otras fragatas (n=8) fueron excluidos de todos los

análisis estadísticos debido a que éstas pérdidas son independientes de las hipótesi s.

Se utilizó una prueba de t de dos colas para comparar la proporción promedio del tiempo que los

miembros de la pareja permanecieron juntos en nidos exitosos y abandonados.

Para obtener las tasas de cópulas y entrega de ramas por los machos se sumaron las diferentes

variables independientemente y se dividieron por el total de días observados hasta la puesta o días

hasta la disolución. En todos los casos se verificó la normalidad de cada variable con la prueba de

Kolmogorov-Smimov, donde el intervalo de confianza fue del 95% . La proporc ión de cópulas se

normalizó utilizando una transformación de raíz cuadrada del arcoseno (Zar 1984). Se utilizaron

regresiones logísticas con distribución binomial para evaluar la relación entre la tasa de cópulas y el

éxito de puesta, el tiempo en "espera" y la probabilidad de éxito, y la probabilidad de éxito y la tasa

de entrega de ramas .

Para evaluar las correlaciones entre la tasa de cópulas y de entrega de ramas por nido se utilizó el

coeficiente de correlación de Pearson de una cola. En los nidos abandonados la tasa de entrega de

ramas se normalizó utilizando la raíz cuadrada del valor real de la variable (Zar 1984).
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Para evaluar si el color del saco guIar al realizarse la primera cópula está relacionado con el éxito de

puesta se utilizó una tabla de 2X2 usando una prueba de X . Las categorías utilizadas en el color del

saco guIar fueron rojo, rojo-naranja, naranja, rosa y blanco.

Se utilizó una regresión linear simple para evaluar la relación entre el tiempo en "espera" antes de la

primera cópula y la tasa de cópulas, siendo la variable dependiente la tasa de cópula s.

La frecuencia de nidos robados, exitoso s, abandonados por la hembra y los abandonados por el

macho se compararon usando pruebas de XZ. A lo largo del escrito se reporta el promedio ± el error

estándar.
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Resultados

Descripción del cortejo intra-pareja

El periodo de cortejo intra-pareja en la fragata incluye la espera a la primera cópula, la construcción

del nido y cópulas hasta la puesta del huevo. Este periodo fue 2.5 veces mayor en las parejas

exitosas (pusieron un huevo) que en las que no lograron poner huevo por el abandono de alguno de

los individuos (parejas exitosas: l3.29±O.93 días, n=14; parejas abandonadas: 5.ll±1.32 días, n=9;

t=5.22; g.I.=2l ; p=O.OO). Las parejas exitosas en promedio pasaron en espera 1.22 días (±0.33,

n=14) y 12.06 días (±0.88) en construcción de nido y cortejo . El tiempo en "espera" fue de 1.06 días

(±0.40) en parejas abandonadas (n=6; en tres parejas no se registraron cópulas) y 4.93 días (±1.92)

en construcción de nido y cortejo. El patrón de permanencia en el nido de ambos adultos , en parejas

exitosas y abandonadas, mostró un decline en la proporción de tiempo juntos en el nido, después de

la formación de la pareja (Figura 1). De las 9 parejas que fracasaron por abandono de alguno de los

individuos en el 55% (n=5) los machos abandonaron a la pareja y en el 45% (n=4) abandonó la

hembra. La diferencia no fue significativa (X 2=2.57; g.l.=l ; p=O.II).

Evaluación de la calidad de la pareja

Entrega de ramas o construcción del nido

Durante el periodo de cortejo intra-pareja los machos entregaron ramas para la construcción del

nido, la tasa de entrega de ramas fue de 2.94 (±O.65,n=23) ramas por pareja al día.

El patrón de entrega de ramas se incrementó después de formada la pareja tanto en las parejas

exitosas como en las abandonadas. En las parejas exitosas hubo un pico máximo aproximadamente

entre el día ocho y el día doce después de formada la pareja ; las parejas abandonadas no presentaron

una tendencia clara (Figura 2).

Consistente con la primera predicción de evaluación del macho por parte de la hembra se encontró

una correlación positiva entre la tasa de entrega de ramas y la tasa de cópulas (r=0.60, p=O.OOI,

n=23; Figura 3). En la segunda predicción se esperaba que la hembra abandonara el nido al

presentarse una baja tasa de entrega de ramas . Al comparar la tasa de entrega de ramas de los nidos

abandonados por la hembra (0.7I±O.53 ramas al día; n=4) y los abandonados por el macho

(1.28±0.95 ramas al día; n=5) no se encontró diferencia significativa (U=8.5; z=-0.38; p=0.70).
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Color del saco guIar

El color del saco guIar al formarse las parejas, tanto en parejas exitosas como en abandonadas fue

de color rojo sin registrarse variación. El tamaño registrado para la mayoría de las parejas fue

inllado, sólo en una pareja fue muy inflado.

Se esperaba en la tercera predicción que los machos con sacos guIares mas rojos y grandes a la

primera cópula tuvieran mayor probabilidad de éxito de puesta , sin embargo el color del saco guIar

al realizarse la primera cópula no estuvo relacionado con el éxito de puesta (Xl = 1.27, gl=2,

p=0.53). En el 79% (n= 11) de las parejas exitosas el color del saco fue rojo, color rojo-naranja en el

7% (n=l) y color naranja en el 14% (n=2) . En las parejas abandonadas el 68% (n=4) fue de color

rojo y 33% (n=2) de color naranja.

Competencia espermática e incremento de la certeza de paternidad

Patrón de cópulas y éxito de puesta

La tasa promedio de cópulas totales (cópulas e intentos de cópula) intra-pareja, fue de 1.88 (±0 .21,

n=23) cópulas al día ; el 67% fueron cópulas exitosas (l .27±0.16 cópulas por pareja al día , n=23).

No se registraron cópulas extra-pareja. La tasa promedio de cópulas en parejas exitosas presentó un

incremento después de formarse la pareja con un pico máximo aparentemente en el día cuatro

después de formada la pareja, es decir 8 días antes de la puesta. En las parejas abandonadas no hubo

una tendencia clara (Figura 4) .

Consistente con la cuarta predicción del aumento de la certeza de paternidad, se encontró una

relación positiva entre la tasa de cópulas por día y la probabilidad de éxito de puesta (X l =13.31;

gl=l, p<O.OO, Figura 5). Sin embargo, contrario a lo esperado en la quinta predicción, el tiempo en

"espera" no estuvo relacionado con la tasa de cópulas intra-pareja (r=-0.11, F=0.23, p=O.64, n=20),

ni con el éxito de puesta (X l =0.09; gl=l; p=O.76, n=20).

Paternidad

En las siete familias en que se obtuvo sangre del embrión no sedetect óningún caso de extra

paternidad de los cuatro microsatélites analizados (Tabla 1). Sin embargo sorprendentemente, en

dos familias se detectó maternidad extra-pareja. En la familia "E" y "F" en los microsatélites 79 y

102 la hembra no comparte ningún alelo con el crío, en cambio el macho si comparte uno de los

alelos con el crío (Tabla 1). En la familia "E" el huevo se perdió 25 días después de puesto por el

18

Neevia docConverter 5.1



robo del nido al macho . La tasa de cópulas al día fue de 1.2 cópulas y la puesta se realizó el décimo

día el promedio de puesta fue de 13 días en las otras parejas. En el caso de la familia "F" el huevo

fue abandonado por la hembra 19 días después de puesto. La tasa de cópulas en esta pareja fue de 2

cópulas por día y la puesta fue el día 14.

De las síete familias en tres (43%) el huevo se perdió por robo del nido al macho, en dos (29%) se

perdió por abandono del nido por parte del macho, en una (14%) se perdió por abandono del nido

por parte de la hembra y en otra familia, durante la noche los individuos abandonaron el nido .

Histología

En los dos tractos reproductivos de hembras analizados se localizaron estructuras donde se alojan

los espermatozoides en la región útero-vaginal y no se hallaron en otras secciones. En el primer

tracto las espermatecas se encontraron en el segmento S4 y en el segundo tracto se encontraron en

los segmentos S4 y S5 y no en otros segmentos (Figura 6).

Al microscopio de luz, se observó que el epitelio de la región útero-vaginal presenta numerosas

invaginaciones. El epitelio en el que se localizaron las espermatecas es un epitelio estratificado de

células columnares que presentan cilios. También se encuentran vasos en el tejido estromático entre

los epitelios (Figura 7a) . En los cortes las espermatecas aparecen como circulares u ovales, sin

ramificaciones, compuestos de células tipo columnares con núcleo basal y un lúmen donde se

observan los espermatozoides (Figuras 7b y 7c) .

Sólo en el tracto de una de las hembras se detectaron espermatozoides dentro de las espermatecas

por microscopía electrónica (Figuras 7b y 7c). Los espermatozoides se encontraron agrupados en el

lumen; con las cabezas apuntando hacia el lado contrario del comienzo de las estructuras. Al

microscopio electrónico, se observó que algunas de las células que forman los anillos de las

estructuras poseen abundantes micro vellosidades y complejos de unión de las células (Figura Sa).

En ellumen se pudieron identificar las cabezas de los espermatozoides, algunos con su acrosoma

(Figura Sa). También observamos espermatozoides en ellumen del oviducto por fuera de las

espermatecas . En este caso los espermatozoides aparecen rodeados por cilios de las células

epiteliales. Éstos se pudieron observar en la región vaginal y útero-vaginal (Figura Sb),
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Discusión

En la fragata común la elección y evaluación de la pareja incluye varias fases. Los machos

perchados en ramas de árboles despliegan su saco guIar rojo inflado y producen un sonido de

tamborileo mientras esperan ser elegidos por una hembra (Osomo 1996, Madsen et al. 2004) . Las

hembras sobrevuelan el área visitando a varios machos antes de percharse junto a un macho. En este

estudio encontramos que una vez perchados , macho y hembra permanecen en contacto fisico (en

"espera") en promedio durante 1.22 días antes de la primera cópula, después empiezan a construir el

nido, que toma en promedio 12 dias en las parejas que establecen una puesta . El color del saco

guIar parece ser una característica sexual importante que las hembras utilizan para la elección inicial

de pareja ya que en todos los casos en que.una hembra se perchó junto a un macho, éste desplegaba

un saco guIar de color rojo intenso (no se analizó el tamaño del saco guiar). Madsen y

colaboradores (2004) han sugerido que el tamaño del saco guIar debe ser importante en la elección

inicial de la pareja ya que el señalamiento de esta característica esta dado por dos modalidades

(visual y auditiva) , y se espera que solo cuando la diferencia en el éxito reproductivo sea grande

habrá una fuerte presión de selección en los machos para incrementar la señalización de una sola

característica. El color y tamaño del saco guIar pueden ser indicadores de la calidad del macho o

simplemente ser una preferencia arbitrar ia de la hembra , esto podría investigarse en estudios

futuros. En las 39 parejas observadas 54% se disolvieron antes de la puesta, lo que sugiere que

después de una primera elección de las hembras (al elegir un macho y percharse junto a él), los

procesos de evaluación de la pareja por parte del macho y la hembra siguen operando.

Ninguno de los huevos de las parejas focales que establecieron una puesta sobrevivió. En algunos

casos se le caía el huevo a alguno de los padres , es decir el huevo se perdía aparentemente sin

intención de tirarlo (n=6), en otros casos el nido era robado por otra pareja y el huevo era desechado

por la nueva pareja (n=5) . Sólo siete parejas , de las 18 que pusieron huevo sobrevivieron hasta la

primera semana de enero del 2002, no obstante al regresar a la isla en marzo ninguna de esas siete

familias existía. De esas siete familias no se sabe si el huevo se perdió por alguna de las causas ya

mencionadas o por la deserción de alguno de los padres. Esta alta perdida de nidos puede deberse a

una baja disponibilidad de alimento o a la interferencia intra-específica.
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Evaluación de la calidad de la pareja

Un posible indicador de la calidad del macho en F. magnifecens es la obtención de ramas. La

competencia que se ha observado entre machos por el material para la construcción del nido es muy

intensa, por lo que podría ser una conducta costosa para el macho. Consistente con la primera

predicción se encontró una correlación positiva entre la tasa de entrega de ramas y la tasa de

cópulas. Contrario a lo esperado en la segunda predicción no se encontraron diferencias

significativas entre la tasa de entrega de ramas en nidos abandonados por la hembra (n=4) y nidos

abandonados por el macho (n=5), sin embargo el tamaño de muestra para esta comparación es muy

pequeño por 10que el poder estadístico es inadecuado.

Durante el periodo de latencia a la primera cópula la intensidad del color del saco guIar del macho

disminuyó en algunos casos . Si reasignar los recursos necesarios para poder desplegar un saco guiar

rojo intenso lleva varios días, la "espera" a la primera cópula podría ser un indicador para la hembra

de la condición y la calidad del macho. Por 10que se esperaba que los machos con colores más

intensos (rojo) a la primera cópula tuvieran una mayor probabilidad de establecer una puesta. No se

detectó ninguna relación entre el color del saco guiar al realizarse la primera cópula y el éxito de

puesta, sin embargo, el 79% de los machos que establecieron una puesta desplegaban un color rojo

intenso en el momento de la primera cópula. Lo anterior sugiere que si las hembras estuvieran

utilizando el cambio en color del saco guiar del macho durante la latencia a la primera cópula

prefieren a los machos que pueden mantener por más horas el color más intenso, y el color podría

indicar la condición del macho. Estas ideas podrían ponerse a prueba en un estudio futuro,

utilizando un sistema de medición de color mas preciso.

Competencia espermática e incremento de la certeza de paternidad

En este estudio evaluamos la idea de que el tiempo en "espera" que pasan los individuos de cada

pareja antes de realizar la primera cópula podría tener varias funciones : las hembras podrían evaluar

la condición o calidad del macho a través del cambio en el color del saco guiar del macho (ver

hipótesis sobre evaluación de la pareja), mientras que los machos podrían prolongar la latencia a la

primera cópula para disminuir el riesgo de competencia espermática vía cópulas pre-pareja, y en

consecuencia estar mas dispuestos a permanecer con esa hembra y establecer una puesta. Sin

embargo, no se detectó relación entre el tiempo en "espera" y el éxito de puesta y tampoco se

registró ningún caso de paternidad múltiple , por 10que los datos no apoyan la hipótesis. Es posible
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que el tiempo en espera tenga alguna otra función como el reconocimiento de la pareja. Por el

momento, el hecho de que en la fragata común las parejas esperen sin moverse del sitio de percha

entre 1-5 días antes de copular, sigue siendo una incógnita.

Patrón de cópulas

Las parejas focales copularon en promedio 1.27 cópulas al día; una pareja en promedio copuló

22.64 veces antes de poner el huevo. El promedio de cópulas durante el periodo de cortejo en

especies de aves marinas que solo ponen un huevo es de 31 cópulas (rango lOa 100, n=6; Birkhead

et al. 1987, Olsson et al. 2001), y las cópulas comienzan varios días antes de la puesta del huevo

(e.g. en el fuimar boreal -Fulmar glacialis-, en el a1catráz atlántico -Sula bassana- y en el petrel de

alas grandes-Pterodroma macroptera- las cópulas comienzan 45 días antes de la puesta del huevo;

Birkhead y Moller 1992). Lo anterior sugiere que las cópulas fuera del periodo fértil de la hembra ,

además de fertilizar el huevo, podrían tener otras funciones como la de coordinarse

reproductivamente, evaluar a la pareja, o aumentar la certeza de paternidad.

En las fragatas la tasa promedio de cópulas presentó un punto máximo aproximadamente cuatro

días después de formada la pareja, es decir 8 días antes de la puesta . Posiblemente esto se debe a

que la tasa de entrega de ramas aumenta en promedio 7 días antes de la puesta, lo que implica que

los machos pasan mas tiempo fuera del nido buscando ramas .

La tasa de cópulas por día se relacionó positivamente con la probabilidad de éxito de puesta. Es

poco probable que esta relación se deba al número de días que las parejas pasaron juntas ya que en

promedio las parejas que se disolvieron estuvieron juntas 5.11 días, es decir estuvieron juntas un

periodo que incluye el pico de cópulas y se disolvieron cuando los machos pasan mas tiempo fuera

del sitio buscando material de construcción del nido. En F. magnificens, una especie socialmente

monógama , que solo pone un huevo y presenta un largo cuidado biparental, la adecuación del

macho depende de que éste sea el padre genético del crío. En estudios anteriores con aves marcadas

se han registrado cópulas extra-pareja (Osorno 1996), y ahora se sabe que las hembras son capaces

de almacenar espermatozoides en estructuras especializadas, por lo tanto se espera que los machos

presenten tácticas durante el cortejo intra-pareja para incrementar su certeza de paternidad, y si la

certeza es baja deserten . Los resultados sugieren que los machos que copularon más fueron los que

no desertaron, por lo menos hasta la puesta del huevo, lo que podría deberse a una mayor certeza de

paternidad. Al presentarse una alta tasa de cópulas los machos pueden diluir el esperma de otros

machos o asegurar ser el último macho en copular con la hembra y de esta manera incrementar su

certeza de paternidad. También, los machos podrían intentar copular desde la formación de la pareja
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ya que posiblemente desconocen el periodo fértil de la hembra, de esta manera el macho podría

llenar las espermatecas con su esperma y aumentar así la probabilidad de ser el padre de la cría. Por

otro lado y aunque los datos son sólo correlacionales, una baja tasa de cópulas intra-pareja, y

supuesta disminución en la certeza de la paternidad, podría estar relacionada con la deserción del

macho. Alternativamente, las parejas en que la frecuencia de cópulas fue baja podrían haberse

disuelto debido a que la hembra no recibió suficiente esperma o no fue suficientemente estimulada

(si es que la frecuencia de cópulas es parte de la coordinación fisiológica entre la pareja) para lograr

producir un huevo. Las cópulas repetidas podrían reducir la incidencia de huevos infértiles. Sin

embargo lo anterior es poco probable ya que para la fertilización de un huevo no es necesario

grandes cantidades de esperma; un eyaculado contiene millones de espermatozoides. Tampoco se

tiene evidencia de que una mayor tasa de copulas este relacionada con periodos de puesta más

cortos. Desconocemos si en las fragatas el macho transfiere nutrientes u otras substancias que

puedan ser relevantes para la producción del huevo o la adecuación de la hembra en general.

En este estudio no se registraron cópulas extra-pareja ni en los nidos abandonados, ni en los nidos

exitosos. En la misma colonia en la isla Isabel en años anteriore s (1994) la incidencia de cópulas

extra-pareja fue del 8% (Osorno 1996), mientras que en otro estudio paralelo al presente en el que

se manipuló la tasa de cópulas, se detectaron cópulas extra-pareja en cuatro parejas experimentales

(cópulas disminuidas, n=18) pero no en las controles (Serrano Pinto M, com pers). Lo anterior

indica que la frecuencia de cópulas extra-pareja en la fragata común es baja. Sin embargo, la

presencia de las espermatecas en las hembras y el alto porcentaje de disolución de parejas podrían

producir una importante competencia espermática y favorecer entonces conductas en los machos,

como una alta tasa de cópulas y largo periodo de cortejo, para aumentar su certeza de paternidad.

Paternidad y maternidad

En este estudio no se detectaron fertilizaciones extra-pareja en las 24 familias analizadas (7 parejas

de la muestra de focales en los registros de conducta y 17 parejas que anidaron en la misma zona).

La incidencia de fertilizaciones extra-pareja en especies de aves socialmente monógamas varía de

0% a 65% (Birkhead y Moller 1992). Por ejemplo, la incidencia de fertilizaciones extra pareja fue

de 0% en el fulmar boreal (Fu/marus g/acialis; Hunter et al. 1992), en el paíño boreal

(Oceanodroma /eucorhoa; Mauck et al. 1995), y en los pingüinos humboldt (Spheniscus humbo/dti;

Schwartz et al. 1999), mientras que en el petrel de Galápagos (Phoebastria irrorata)se encontró un

25% de paternidad extra-pareja (Huyvaert et al 2000). En Fregata minor en los años de 1998 y

1999 se detectó un porcentaje de fertilizaciones extra-pareja muy bajo 1.1%; (Deaborn et al. 2001).
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En las especies que sólo ponen un huevo y requieren de cuidado biparental por temporadas largas ,

como en F. magnificens , se espera un porcentaje bajo de cópulas y paternidad extra -pareja

(Birkhead y Moller 1996), ya que es muy costoso para el macho pareja no ser el padre genético del

pollo, por lo que el macho debería tener mecanismos eficientes para cuidar la paternidad. Los

resultados de este estudio son consistentes con esta idea. El no haber encontrado paternidad extra 

pareja implica que las cópulas extra-pareja no son una fuente importante de variación del éxito

reproductivo para las hembras y machos promiscuos en esta especie . Lo que sugiere que las

estrategias utilizadas por los machos para cuidar o incrementar su paternidad (e.g. alta tasa de

cópulas intra-pareja) son exitosas, aunque esto podría variar entre años .

Sorprendentemente en el 12% de las familias analizadas (tres de 24 familias) se encontró

maternidad extra-pareja o quasi parasitismo, es decir, la hembra del nido no es la madre genética

del crío pero el macho si lo es. Sólo se ha reportado maternidad extra -pareja en 12 especies, por lo

que esta táctica es poco común (Griffith et al. 2004). En este estudio la maternidad extra-pareja fue

determinada por análisis moleculares utilizando mierosatélites. Con este método los individuos

heterócigos y los homócigos son mostrados con dos o una banda, respecti vamente, por lo que hay

menos error al momento de atribui r el número de bandas comparti das entre el crío y sus dos padres.

Por otro lado los microsaté lites donde no hubo banda compartida por la madre, tienen un

polimorfismo de 5 y 6 alelos lo cual nos da un grado alto de confiabilidad. Dos de las tres familias

con maternidad extra-pareja pertenecían a las parejas focales en los registros de conducta, sin

embargo no se observó la puesta del huevo por una hembra diferente a la hembra pareja (marcada

con pintura) . En ninguna de las dos familias el huevo logró eclosionar , en una el huevo se perdió 25

días después de puesto por el robo del nido al macho y en la otra el huevo fue abandonado por la

hembra 19 días después de puesto. La hembra pudo haber desertado porque detectó que el huevo no

era de ella, sin embargo esto es poco posible ya que se esperaría que si una hembra es capaz de

diferenciar un huevo propio de uno ajeno esto debería ocurrir los primeros días de puesto el huevo.

La tercera familia con matern idad extra-pareja no era parte de los focales de conducta. En esta

familia la sangre se obtuvo del pollo que tenía aproximadamente un mes de edad.

Desconocemos los mecani smos conductuales mediante los cuales una hembra pone un huevo en el

nido de otra hembra . En los nidos focales nunca se registró la presencia simultanea de dos huevos .

Tampoco en otros estudios realizados en la misma colonia a lo largo de mas de diez años se han

registrado puestas mayores a un huevo. Por lo que, para poner un huevo en el nido de otra hembra ,

la hembra quasi parásita podría (a) eliminar el huevo del nido y poner el suyo , probablemente
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mientras la hembra del nido está en un viaje de forrajeo, (b) poner un huevo después que el macho

del nido elimina el huevo puesto por la hembra pareja, (e) poner un huevo antes que la hembra

pareja, suponiendo que la presencia de un huevo inhibe la puesta en la hembra pareja . En un

experimento piloto en el cual se colocó un huevo artificial en el nido de varias parejas próximas a la

puesta, tres hembras pusieron su propio huevo e incubaron por dos días los dos huevos (Palomo N y

Osomo JL, datos Í10 publicados). Lo anterior sugiere que la hembra una vez avanzado el proceso de

producción del huevo no puede reabsorberlo. Sería interesante investigar los mecanismos

conductuales por los cuales puede ocurrir el quasi parasitismo en la fragata común.

En especies donde existe una alta frecuencia de paternidad extra-pareja o parasitismo se puede

esperar que el qllasi-parasitismo se dé por azar (Alves y Bryant 1998). Griffith et al. (2004)

proponen que para poder descartar que esta estrategia sucede por azar es necesario saber la

frecuencia de paternidad extra-pareja y parasitismo en la población y el número de nidos que

pueden ser parasitados (vecino alrededor del nido focal). Entonces para que el qllasi-parasitismo sea

una estrategia o táctica adaptativa debe presentarse en mayor frecuencia que el parasitismo o que

ocurra a una mayor frecuencia que la esperada por azar (Griffith 2004). En F. magnificens la

frecuencia de paternidad extra-pareja y parasitismo fue nula por lo que esta conducta presente en

algunas hembras podría ser una estrategia reproductiva alternativa. Para evaluar que el quasi

parasitismo en la fragata es una estrategia reproductiva se tendría que determinar cuales son los

mecanismos conductuales y determinar cuales son los costos y beneficios para la pareja y la hembra

parásita.

Estos resultados nos indican que existe conflicto sexual en los miembros de la pareja, ya que los

intereses entre los sexos difieren la estrategia que maximiza la adecuación del macho no coincide

con la estrategia que maximiza la adecuación de la hembra pareja (Trivers 1972, Parker 1979,

Gowaty 1996, Stockley 1997, Chapman et al. 2003). Las diferencias en los intereses de un macho y

una hembra podrían favorecer mecanismos en cada sexo que permitan aumentar la adecuación del

individuo aunque esto disminuya la adecuación de la pareja (Clutton-Brock y Parker 1995, Holland

y Rice 1998).

Histología

Se identificaron en los dos tractos de hembras analizados estructuras que permiten el

almacenamiento de esperma, lo cual podría tener implicaciones en las estrategias reproductivas de

F. magnificens. Si una hembra es inseminada y pocos días después cambia de pareja, la paternidad
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genética del nuevo macho con el que establezca pareja podría estar en riesgo. La presencia de las

espermatecas en las hembras abren la posibilidad de que en esta especie este operando la

competencia espermática y elección críptica por parte de las hembras (Eberhard 1996). Sin

embargo, falta saber cuanto tiempo pueden permanecer viables los espermatozoides en estas

estructuras, y cuantos espermatozoides se pueden almacenar, Sería interesante también caracterizar

el mecanismo de selección de los espermatozoides al entrar en estas estructuras y la liberación de

los espermatozoides de éstas. Se sabe que en aves sólo espermatozoides morfológicamente

normales y móviles son capaces de entrar a las espermatecas (Birkhead 1998).
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Conclusiones

Este estudio sugiere que durante el periodo de cortejo intra-pareja en F. magnificens ambos

miembros de la pareja continúan evaluándose, lo que posiblemente ha favorecido un periodo largo

de cortejo y cópulas intra-pareja múltiples. Las cópulas intra-pareja repet idas podrían servir para

aumentar la certeza de paternidad, aunque no podemos descartar que cumplan también otras

funciones como la coordinación reproductiva y la evaluación de la pareja ya que desde la formación

de la pareja hasta la puesta hubo cópulas. Aunque, si solo consideramos las cópulas extra-pareja el

riesgo de competencia espermática al parecer no es grande en esta especie, existe la posibilidad de

que las cópulas pre-pareja, dado que las hembras tienen estructuras que les permiten almacenar

esperma, incrementen el riesgo de competencia espermát ica. Los resultados de este estudio indican

que en cualquier caso las estrategias de los machos son eficientes en asegurar su paternidad. Una

evidencia que sugiere confli cto entre los miembros de la pareja es el hecho de que en esta población

detectamos casos de maternidad extra-pareja. Hace falta ahora investigar los mecanismos

conductuales y los benefic ios y costos, en particular para el macho pareja , para determinar si el

quasi-paras itismo en esta especie realmente es una estrategia reproductiva alternativa.
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APÉNDICE 1

Extracción orgánica de ADN (modificado de Seutin et al. 1993).

El ADN fue extraído de las muestras de sangre obtenidas en el campo . Primero se les colocó 100¡!1

de agua grado biología molecular "Milli Q" estéril y se resuspendieron; luego se les agregó 100¡!1.

de proteinasa K 10mg/¡!1 (Invitrogen) para la digestión de proteínas y se incubó a 55 "C durante

toda la noche. A continuación se les agregó 200 ul de fenol equilibrado (pH=7 .5), se mezcló por

inversión y se centri fugó a 13krpm por 5 minutos. El sobrenadante obtenido se transfirió a un tubo

limpio, a éste se le agregaro n 200 ul de fenol-cloroformo 1:1, se mezcló por inversión y se

centrifugó a 13 krpm por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se volvieron

a agregar 200¡!1 1:1 de fenol-cloroformo y se centr ifugó. El sobrenadante fue transfe rido a un tubo

limpio y se le agregaron 20¡!1 de acetato de sodio 3M (pH=5.2), se agitó suavemente y se

adicionaron 500¡!1 de etanol absoluto a - 20°C para precipitar el ADN. La muestra se incubó en

hielo durante 5 minutos y después se centrifugó a 13krpm por 10 minutos. Lo siguiente fue retirar

todo el etanol y se dejó secar el botón de ADN presente ~n el fondo del tubo a temperatura

ambiente por 10 minutos. Después se resuspendió el ADN en 200¡!1 de T.E. (Tris 10 mM, EDTA

1mM, pH=8.0) y se incubó toda la noche a 55 "C, para que las cadenas de ADN se resuspendieran

completamente .

La concentración de ADN fue estimada por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en

TBE 0.5X. Para la electroforesis 2¡!1 de muestra fueron mezclados con 5¡!1 de colorante, el gel

permaneció por 10 minutos a 100volts en la cámara de electroforesis. El gel fue teñido con bromuro

de etidio (Sug/ml) por 10 minutos, después se visualizó sobre un transiluminador de luz

ultravioleta . Se incluyeron concentrac iones estándar de ADN de fago 0 , para facilitar la

cuantificación.

Amplificación de microsatélites específico s de Fregata magni{icens por PCR .

Las condiciones de ampli ficación de todos los loci variaron en la temperatura de alineamiento y la

concentración de MgCh (ver tabla de primers . Tabla 2). De 20-40 ng de ADN genómico total

fueron amplificados por PCR en 20 ~l de reacción que contenían amortiguador para polimerasa IX,

MgCI2 de acuerdo al óptimo para cada locus, dNTPs 0.1 mM (mezcla equimolar de los cuatro

desoxiribonucléotidos trifosfatados), 0.5 U Taq (Gibco, DNA polimerasa III de Thermus aquaticus)

con los siguientes parámetros de amplificación en el termoeiclador: 95 "C 4min, 24 ciclos de 95 "C

10seg, la temperatura apropiada para cada locus por 45seg , 72 "C 45seg y un paso final de extensión

de 72 "C 5min .
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Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para eva luar la amplificación, los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis

desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6% (TBE IX, Urea 5.8 M, acrilamida: bis-acrilamida

9:1, APS 0.1%, TEMED 27 r:1L), utilizando espaciadores de 0.4 mm. El gel se sometió una hora a

voltage constante de 1600V. Las reacciones fueron mezcladas 1:1 con colorantes de Formamida

(Xilen-Cianol Img/mL, EDTA 10 mM, diluidos en Formamida). Las reacciones con el colorante se

desnaturalizaron durante 10' a 95 "C e inmediatamente enfriadas en hielo. Se colocó en el gel 7 ¡JoI

de cada reacción con colorante y 3 ¡JoI de marcador de peso molecular" IObp ladder" (Gibco) (18 ¡JoI

de agua, 2 ¡JoI de marcador de peso molecular y 20 ¡JoI de colorante de Formamida). El gel se sometió

a un campo eléctrico de 1600V constantes alrededor de 4 hrs. Después, los geles fueron fijados

durante dos horas en ácido acético 10% . Posteriormente, los geles se lavaron dos veces con agua

desionizada y una vez con agua "Milli Q" Y fueron incubados durante 30min en una solución de

nitrato de plata Ig/I, formaldehído 0.057%. Se removió el exceso de plata del gel con un lavado de

S-lO seg en agua "Milli Q" y se reveló el gel con agitación en una solución de carbonato de sodio

anhidro 30g/1, tiosulfato de sodio 2mg/l, formaldehído 0.057% preenfriada a 10°C. Una vez que las

bandas de ADN eran visibles en el gel , se detuvo el revelado con 112 volumen de ácido acético

10% y se fijó en esa solución durante 5 min, posteriormente el gel se lavó en agua destilada por

5min .

ESTA TESIS NO SALE
OE lA BIBIJOTECA
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APÉNDICE 11

Análisis histológico

Los análisis histológicos de los tractos se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. H. Merchant, en

El Instituto de Investigaciones Biomédicas. Para el análisis histológico cada tracto fue dividido en

segmentos transversales de 2 a 3.Scm de longitud (Figura 6). Cada segmento fue deshidratado

colocándolo en alcohol al 30%, 40%, SO% y 60%, dos hora en cada uno subsecuentemente. El

tejido se dejó alrededor de 24 horas en alcohol al 70% y dos horas en alcohol al 80%, después se

colocó en alcohol 90%, 9S%, y por último en alcohol absoluto. A continuación los segmentos se

sumergieron una hora en una mezcla de xilol-alcohol 1:I a temperatura ambiente; después las

muestras se colocaron en xilol puro a 60°e. Se dejaron los segmentos 24 horas en parafina a GO°C.

Al siguiente día se incluyeron en parafina y una vez secos se cortaron con microtomo. Los cortes

obtenidos fueron de 7 micras de espesor y los segmentos cortados comprendieron a las zonas : S2,

83,84,87, S9, S10 para el primer tracto y para el segundo tracto S2, S3 y S4 (Figura 6).

Para su fijación en el porta-objetos los cortes obtenidos se desparafinaron en xilol durante IS

minutos a GO°C; después se hidrataron pasando por los alcoholes 100,96,.70, SO% durante S

minutos cada uno respectivamente. Los cortes se lavaron con agua bidestilada rápidamente y se

procedió a teñirlos . Para la tinción de núcleos celulares, las laminillas permanecieron por dos

minutos en hematoxilina, después se pasaron por agua corriente hasta que viraron a color azul. Lo

siguiente fue enjuagarlos en agua bidestilada para detener el "viraje". A continuación se

sumergieron rápidamente por alcohol-ácido y se lavaron con agua bidestilada. Los cortes quedaron

de color café claro. Después se colocaron, los cortes en carbonato de litio para reestablecer

nuevamente la tonalidad azul de los núcleos, se enjuagaron en agua bidestilada y se dejaron las

laminillas por 2 minutos en alcohol al 70%. Lo siguiente fue dejar las laminillas un minuto en

eosina para la tinción del citoplasma. Las laminillas se deshidrataron en alcoholes al 70, 96 Y 100%

durante cinco minutos cada uno y por último se dejaron en xilol por cinco minutos y se colocaron

en portaobjetos para poderlos observar en el microscopio de luz.

La región útero-vaginal, la región más promisoria para detectar las espermatecas (S3 y 84) se

desparafinó para poderlos incluir en epón y ser cortados para microscopia electrónica. Para ser

desparafinados, los segmentos se colocaron en xilol por 10 minutos a 60°C; después en xilol a

temperatura ambiente, también por 10 minutos y por último en xilol-alcohol por 20 minutos .

Después de ser desparafinado, el tejido, se rehidrató pasando por los alcoholes 100,96,80,70,60,

SO, 30% por 20 minutos cada uno. Al terminar, el segmento fue cortado en rebanadas tipo pastel. Se
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obtuvieron 18 cortes en forma de triángulo. Los cortes se lavaron por 20 minutos en solución

tampón de cacodilato de sodio, se colocaron 30 minutos en fijador de Karnovsky y se dejaron en

cacodilato por 24 horas. Al siguiente día los cortes se colocaron en tetróxido de ósmio 1%

"zelterqust" por una hora y se lavaron tres veces con agua destilada. Después, los cortes se

deshidrataron pasándolos por alcohol al 70% a 4°C por 20 minutos, alcohol al 80, 90 Y95% por lO

minutos y cuatro cambios de alohol al 100% por 20 minutos cada cambio. Por último se llevó a

cabo la impregnación en epón (una hora en epón-óxido de propileno 1:1; una hora epón-óxido de

propileno 2: l y 24 horas en epón puro a temperatura ambiente). Al tener los cortes incluidos en

epón estos se cortaron y se observaron en el microscopio electrónico para detectar la posible

presencia de espermatozoides.

El segundo tracto también se dividió en segmentos transversales de 2 a 3.5 cm, no todo el oviducto

se seccionó (Figura 6). Los segmentos pares se incluyeron en parafina y los nones en epón para
' ..~ ....

obtener cortes para el microscopio de luz y el microscopio electrónico alternadamente, De los

segmentos incluidos en parafina sólo se cortaron los correspondientes a la región vaginal y útero

vaginal (S2, S4). Los cortes fueron transversales de 7 micras y se tiñeron con eosina / hematoxilina,

al igual que en el primer tracto . El segmento incluido en epón correspondiente a la región útero

vaginal (S3 ), se cortó para microscopia electrónica .
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Tabla 1. Secuencias de "primers" e información relacionada para cuatro microsatélites desarrollados para
Fregata magnificens. micro. microsátelite; n, tama ño de muestra; Ta• temperatura de alineac ión; H/i,
heter6cigos esperados en equilibrio Hardy Weinberg; Hu. heter6cigos observados. H. hom6cigos.

Nombre Composlci6n Seeueneia de iniciadores. Ta [MgCl2jr n No. Intervalo HE HO H
micro de aleios. de tamaño

nucie6tidos

FHI2 (CA)",GAGA Fwd 5'-CTG GAT GTC 58 -c 1.5 mM 31 5 186-196 pb .68 .45 .55
CAA GTC CCT GA-3'
Rev 5' -GC G TAG GTG
ATG TGG Ter GG-3'

FI144 AT(ACl 'K Fwd 5' -CCA TGG GCT 58 °C 1.5 mM 56 4 203-220 pb .46 .33 .54
GATGCT AGTTA-3'
Rev 5' -AAA TAA AAG
GGG CCA GIT GC-3'

FB79 (CA) ,JGA), Fwd 5'-CTG GAT GTC 56°C 1.5 mM 51 5 166-174 pb .58 .70 .30
GCTGTCT CAA GTC CCT GA-3'

Rev 5' -AGC CAG GGG
TGA CTC TAA GG-3'

FB 102 (ACl 15 Fwd 5'-TIA CTG ATG 56°C 1.0 mM 38 6 198-208pb .69 .68 .32
CTC CCA ATG AGG-3'
Rev 5' -GTG ACG CCA
ITG TGT CAG AG-3'

Tabla 2. Genotipo (número de pares de bases para los alela s de cada microsatélite) determinado para cada individuo de
las diferentes familias (m. macho; c. crío; h. hembra) en cada microsatélite.

FBl2 FB44 FB79 FBI02

m 186; 194 203;206 160; 175 206;206
Familia A e 186; 194 203;220 160; 173 206;206

h 194; 194 218;220 160; 173 206;206

m 190; 190 208;218 163; 173 204;204

Familia B e 190;194 208;218 163; 163 202;204
h 186; 194 206;218 163; 173 202;204

m 190; 190 218;220 163; 167 204;206

FamiliaC e 190; 194 218;218 167; 173 206;208
h 194; 186 203;218 161; 173 208;21 0

m 190; 194 218;220 171; 173 202;206

Familia O e 190; 194 218;220 163; 173 202;206
h 190; 190 218;228 163; 167 202;204

m 188; 194 206; 218- 165; 173- 205; 205-

Familia E c 186; 188 206;220- 161; 165- 205 ;205-
h 186; 194 206;208- 163; 175- 203;207-

m 194; 194 203;218 165; 174- 208;208-

Familia F e 190; 194 218;220 165; 177- 202;208-
h 194; 196 218;220 165; 173- 204;208-

m 186; 194 218;218 160; 173 198;206

FamiliaG e 186; 194 206;218 160; 173 198;206
h 186; 194 206; 218 160; 175 198;206

• Maternidad extra-pareja.
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nidos exitosos (lJ) y en nidos abandonados (1\). Se graficó desde la fonnac i6n
de la pareja hasta la puesta, en nidos exitosos y en los abandonados hasta la
disolucion.
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Figura 5. Tasa diaria de cópulas intra-pareja y el éxito de puesta (n=23
parejas). Se realizó una regresión logística con distribución. Los parámetros
para la curva son: 1l=3.71, cte.=-3 .95).
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Figura. 6. Oviducto de una hembra de Fregata magnificcDs en periodo reproductivo. En la
fotografia se señalan las diversas regiones del tracto y como fueron seccionados los tractos durante
el estudio. Los segmentos midieron entre 2 a 3.5 cm. uv: región útero-vaginal.
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Figura. 7. Micrografias de la región utero-vaginal de una hembra de F. Magnificens al
microscopio de luz. (A) Corte transversal de la región útero-vaginal (20X). (B) Estructura para
almacenar espermatozoides con espermatozoides en el lumen, corte transversal (60X) y (e) corte
semi-longitudinal (60X) . Se señala luz del oviducto (L), vasos (V). Las flechas indican las
estructuras para almacenar espermatozoides.
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Figura. 8. (A) Corte transversal de una espennateca mostrando parte dellumen al microscopio
electrónico. Se observan seis cabezas de espermatozoides cortadas a diferentes niveles. En tres de
ellas se puede observar parte del acrosoma (a). Micro vellosidades (mv) y complejos de unión (cc)
de células epiteliales . (B) Corte tangencial de un espermatozoide en la luz del tracto, mostrando
parte de la cabeza (ce) y algunas mitocondrias del segmento intermedio (i). También se muestran
los cilios de las células epiteliales que rodean al espermatozoide.
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