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Para todos aquellos que hacen ciencia
solo por el placer de conocer
y saber mas de la naturaleza...

“Science is the poetry of reality.”
Richard Dawkins

“No experience is a cause of success or failure.

We do not suffer from the shock of our experiences so-called trauma-
but we make out of them just what suits our purposes.”

Alfred Adler
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Resumen

Las condiciones adversas durante el desarrollo temprano podrian perjudicar el crecimiento,
metabolismo, inmunocompetencia, fecundidad y atractivo sexual de los organismos,
influyendo en su adecuacion. En nidadas de dos crias de bobo de patas azules se desarrolla
una relacion de dominancia-subordinacion donde las segundas crias en eclosionar son
agredidas por el hermano mayor y sufren deficiencias en nutricion y crecimiento,
acompanadas por niveles elevados de corticosterona circulante. Para saber si estas
circunstancias adversas influyen en la condicidon corporal y en la respuesta inmune celular
(RIC) durante la infancia o la vida adulta, se pes6, se midi6 el pico, la ulna y la RIC de
crias de diferente orden de eclosion (primeras, segundas y unicas) de ambos sexos a las
edades de 5 6 20 dias y en hembras reproductivas adultas de 3 a 8 afios de edad. Las crias
de 5 dias de edad con diferente orden de eclosién tuvieron condicion corporal y RIC
similares. Cuando la relacion de dominancia-subordinacion estaba establecida, a los 20 dias
de edad, hembras segundas crias fueron inferiores a hembras uUnicas y primeras en
condicion corporal e inferiores a hembras primeras crias en RIC. Sin embargo, en hembras
reproductivas de entre 3 y 8§ afios de edad dichas diferencias estuvieron ausentes, aunque se
observo una tendencia no significativa de hembras segundas crias a tener menor condicion
corporal que hembras primeras y unicas. Ademas, el orden de eclosion de las hembras no
estuvo relacionado con la condicion corporal o la RIC de sus crias. Sin embargo, la edad de
la madre se relacion6 negativamente con la RIC de sus crias a los 5 dias de edad. Hembras
unicas, primeras y segundas de 3-8 afios de edad no parecieron diferir en cuanto a su
inversion materna, pero la edad de una madre afectdé negativamente la capacidad de
inversion. Aparentemente ejercer la dominancia o sufrir las desventajas de la subordinacién
no tuvo un costo entre los 3 y 8 afios de vida sobre la condicion corporal, la RIC o la

inversion materna.



INTRODUCCION

El fenotipo es el producto de la influencia de factores ambientales en el genotipo
(informaciéon genética) de un individuo. Los factores ambientales abarcan las influencias
no-genéticas que actiien antes, durante y después del desarrollo de un individuo (Futuyma,
1998). Los factores ambientales que afectan el fenotipo pueden ser abidticos y bioticos. Los
abioticos son aquellos componentes fisico-quimicos del ambiente tales como el tipo de
suelo, la humedad, la cantidad de luz o la temperatura. Los bidticos los constituyen los
seres vivos y las relaciones que se establecen entre ellos, por ejemplo el alimento (otros
organismos o sus productos), la densidad de la poblacién, depredadores, pardsitos,

competidores incluyendo conespecificos y otras especies (Futuyma, 1998).

La variacion del fenotipo como respuesta a los cambios en el ambiente se denomina
plasticidad fenotipica (Callahan et al., 1997). La plasticidad fenotipica se encuentra
regulada por las “normas de reaccion” (juego de fenotipos que un mismo genotipo expresa
en ambientes diferentes) lo que permite a los organismos adaptar su fisiologia,
comportamiento o incluso su morfologia en respuesta a un ambiente variable (Piersma &
Lindstrom, 1997). Las variaciones generadas por las distintas condiciones ambientales
pueden repercutir en el éxito reproductivo de los individuos (Lindstrom, 1999) y por lo
tanto en su adecuacion (ntimero de descendientes). Las variaciones del fenotipo que
disminuyan el éxito reproductivo no seran adaptativas, pero otras pueden ser respuestas
adaptativas a algin estimulo del medio. Los genotipos con normas de reaccidon que mas se
acerquen al fenotipo Optimo en un ambiente dado (aquel fenotipo que resulte en un

aumento en el éxito reproductivo) han evolucionado por seleccion natural (Futuyma, 1998).



Los factores ambientales tienen un impacto mayor en etapas tempranas del desarrollo
(Desai & Hales, 1997; Lindstrom, 1999). En esta etapa los individuos son mas sensibles a
cambios en el medio debido a que estos cambios fungen como senales ambientales que
predicen como serd el ambiente en el que se desarrollaran. Con base en estas sefiales se
lleva a cabo una programacioén metabolica irreversible que desarrollard el mejor fenotipo
para el ambiente esperado en etapas postnatales y adultas (Desai & Hales, 1997; Gluckman
et al., 2005). Uno de los factores del ambiente que mas ha sido estudiado durante el
desarrollo temprano (que abarca desde la concepcion hasta la madurez sexual) es la
desnutricion (Lindstrom, 1999). Un déficit nutricional durante el desarrollo temprano puede
deberse a una baja disponibilidad de alimento o a una inversion parental pobre (calidad de
huevo o provision deficiente de alimento; Metcalfe & Monaghan, 2001). Hay evidencia de
que un déficit nutricional repercute negativamente sobre el crecimiento (Kogel, 1997), el
metabolismo (Verhulst et al., 2006), la inmunocompetencia (Saino et al., 1997), la
fecundidad (Gorman & Nager, 2004), y en la adultez, tanto en el estatus de dominancia
(Royle et al., 2005) como en el atractivo sexual (Gustafsson et al., 1995). Dado que estas
caracteristicas afectan directa o indirectamente el éxito reproductivo y la calidad de la
descendencia, un déficit nutricional puede eventualmente afectar la adecuacion del

individuo (Metcalfe & Monaghan, 2001).

Se ha demostrado de forma experimental que existen efectos inter-generacionales
negativos a causa de un déficit nutricional durante el desarrollo temprano (Naguib & Gil,
2005; Alonso-Alvarez et al., 2007). Por ejemplo, Naguib, et al. (2006) criaron hembras de
pinzon cebra (Taeniopygia guttata) cuyas madres habian crecido en nidadas de tamafios

diferentes (2-6 crias), bajo el supuesto de que las crias de nidadas grandes tienen un acceso



al alimento mas restringido que las crias de nidadas pequefias. Las hijas de madres crecidas
en nidadas grandes fueron de menor tamafio y su éxito reproductivo (nimero de crias
eclosionadas, nimero de crias emplumadas) fue menor que el de las hijas de madres
crecidas en nidadas pequefias. Esto demuestra que los efectos negativos de la experiencia
temprana pueden percibirse incluso en la siguiente generacion y la condicion de los padres

puede influenciar directa o indirectamente la adecuacion de sus hijos.

Durante la etapa prenatal, los organismos estan sujetos al ambiente experimentado por la
madre (Mousseau & Fox, 1998): en especies oviparas desde la formacion de los huevos, la
incubacion, hasta la eclosion; en especies viviparas, desde la fecundacion hasta el
nacimiento. En las especies en las que existe cuidado parental (incluyendo insectos, peces,
aves, reptiles, anfibios y mamiferos) ademas de influencias durante etapas prenatales, los
individuos estan sujetos a influencias postnatales relacionadas con la inversion de los
padres. Una inversion deficiente en la calidad de los huevos, el tiempo de incubacién y la
cantidad de alimento proporcionado podria afectar la tasa de crecimiento y otras variables
como la inmunocompetencia, masa corporal, caracteres sexuales secundarios y
sobrevivencia de las crias (Price, 1998) que directa o indirectamente tienen un impacto en
la adecuacion. Cualquier cambio en el fenotipo que sea provocado por la condicion de los
padres desde el momento de la concepcidon y durante el cuidado parental postnatal, que no
tenga relacion directa con el genotipo del individuo, se considera un efecto parental
(Futuyma, 1998). Dada la relativa mayor inversion por parte de las hembras en la
reproduccion, los efectos maternos suelen tomarse mas en cuenta que los paternos. Un
factor relacionado con los efectos maternos que puede afectar la sobrevivencia y condicioén

de las crias en aves es la edad de la madre. Las diferencias entre individuos de distinta edad



radican en la produccion de huevos, tiempo de incubacion y habilidad para cuidar a sus
crias/huevos (Daunt et al., 1999; Bogdanova et al., 2006; Bogdanova et al., 2007). En
general, los individuos jovenes tienen fechas de puesta tardias, nidadas y crias mas
pequeiias y un desempefio reproductivo menor que individuos maduros (Daunt et al., 1999;

Hegyi et al., 2006; Bogdanova et al., 2007).

Dado que algunos factores del medio ambiente pueden repercutir negativamente sobre la
adecuacion de un individuo, se espera que la seleccion natural favorezca mecanismos que
disminuyan dicho impacto. Se ha comprobado que existen estrategias de compensacion que
permiten a los organismos responder a mejoras en las condiciones ambientales de manera
que los efectos negativos de las condiciones adversas sean amortiguadas (Metcalfe &
Monaghan, 2001). Por ejemplo, el crecimiento compensatorio que es la forma de
compensacion mas documentada, en la que los individuos que han experimentado un
periodo de crecimiento lento posteriormente entran a una fase de crecimiento acelerado

cuando las condiciones mejoran (Metcalfe & Monaghan, 2001).

La condicidon de un individuo se relaciona con su capacidad de alimentarse, habilidad
para defenderse tanto de sus conespecificos como de parésitos y en general de acoplarse a
las presiones ambientales (Jakob et al., 1996). Por lo tanto, la condicién es reflejo del
potencial reproductivo (adecuacion) de un individuo. Debido a que el sistema inmune juega
un papel crucial en la defensa contra agentes patdgenos y en aumentar la sobrevivencia del
organismo (Lochmiller & Deerenberg, 2000), una reducciéon en la inmunocompetencia (i.e.,
la habilidad de montar una defensa inmune efectiva) puede afectar negativamente su
adecuacion (Norris & Evans, 2000). El sistema inmune demanda niveles notables de

energia y nutrientes, por lo que si es mantenido aun en condiciones desfavorables, significa



que es importante evolutivamente al asegurar la sobrevivencia del individuo (Lochmiller &
Deerenberg, 2000). La alta demanda de nutrientes que implica mantener un sistema inmune
competente asi como montar una respuesta inmune a antigenos/patdgenos provoca que
estos procesos puedan estar sometidos a una disyuntiva o “trade-off”. Debido a que la
energia es limitada, los nutrientes se dividen entre los procesos vitales que compiten entre
si, de manera que aquellos nutrientes que se destinen al sistema inmune seran desviados de
la inversién en otros procesos como el crecimiento, termorregulacién y reproduccion y
vice versa (Sheldon & Verhulst, 1996). Siguiendo esta logica, la inmunocompetencia se
considera un buen indicador del estado fisiologico de los individuos, ya que solo aquellos
individuos en buena condicién son capaces de sostener los compromisos energéticos que
implica el mantener un sistema inmune competente (Norris & Evans, 2000; Lochmiller &

Deerenberg, 2000).

El sistema inmune tiene dos componentes: el celular y el humoral. Ambos estan
involucrados en la respuesta inmune adaptativa y en la respuesta inmune innata, la primera
hace referencia a la capacidad del sistema para reconocer y responder a antigenos con los
que el individuo ya haya estado en contacto anteriormente (memoria inmunologica). La
respuesta inmune innata, por el contrario, es la primera linea de proteccion del organismo y
no requiere una exposicion previa a un patdogeno. Esta actiia mediante la activacion de
fagocitos que reclutan a otros fagocitos, reconocen al patégeno y lo ingieren (fagocitosis)

para eliminarlo (Roitt et al., 2000).

Cuando la respuesta innata no es suficiente para eliminar al patogeno, los linfocitos T o
células T (llamadas asi debido a que maduran en el Timo) son activados y se inicia la

respuesta inmune celular. Las células T pueden matar mediante apoptosis (muerte celular



programada) a las células infectadas por el patdégeno, producir sefiales para que los
macrofagos destruyan al organismo patégeno mediante fagocitosis o enviar sefiales a las
células B (o linfocitos B) para activarlas y que éstas secreten anticuerpos contra los
antigenos. Esta ultima fase en la que las células B (llamadas asi por su maduracion, en el
caso de las aves, en la Bursa de Fabricio) son activadas para la secrecion de anticuerpos se
conoce como la fase humoral de la respuesta inmune (Roitt et al., 2000; Alberts et al.,

2002).

En la practica, existen dos formas de evaluar la inmunocompetencia de un organismo:
técnicas de monitoreo y retos inmunes. Los monitoreos son realizados mediante conteos
celulares de leucocitos presentes en una muestra de sangre, ya sea contando células
macrofagas o linfocitos. El nlimero de células esta relacionado con el estado de salud y la
condicién del sistema inmune al momento del muestreo (Norris & Evans, 2000). Por otro
lado, los retos inmunes consisten en exponer al sistema inmune a un antigeno y cuantificar
la respuesta celular o humoral (segtn el tipo de antigeno administrado). La intensidad de la
respuesta a dicho reto se considera como una medida de inmunocompetencia (Norris &
Evans, 2000). Una intensidad mayor de respuesta indica un buen estado de salud y una
buena condicion general. En este estudio se utilizd6 como reto inmune la inoculacion de un
mitdgeno: fitohemaglutinina (PHA por sus siglas en inglés) que ocasiona la proliferacion de
linfocitos T (Roitt et al., 2000), provocando una hinchazéon medida 24 hrs. después de la
inoculacion (ver Método “Reto Inmune”). Representa un indice de la capacidad

proliferativa de las células T y por lo tanto de la respuesta inmune celular (RIC).

Investigaciones en aves han demostrado que la inmunocompetencia de los individuos es

afectada por varios factores: (1) las hormonas depositadas en huevo, concentraciones altas



de testosterona y/o corticosterona en huevo se relaciona con una inmunocompetencia
deprimida (Rubolini et al., 2005; Cucco et al.,, 2008), concentraciones altas de
androstenediona en yema se relacionan con una mejor inmunocompetencia (Dentressangle
& Torres, en preparacion); (2) el sexo: en general los machos, por ser de mayor tamano,
presentan inmunocompetencias deprimidas y una mayor susceptibilidad a parasitos, como
consecuencia de diferencias entre sexos en cuanto a las hormonas circulantes, en particular
la testosterona, o a la distribucion de los recursos (Moller et al., 1998; Fargallo et al., 2002;
Tschirren et al., 2003; Wilk et al., 2007); (3) el tamafo de la nidada: en pinzones cebra
(Taeniopygia guttata) y golondrinas comunes (Hirundo rustica) se relaciona inversamente
con la RIC de las crias (Saino et al., 1997; Verhulst et al., 2005), presumiblemente porque
la cantidad de alimento provisto por los padres a cada cria es menor en nidadas grandes que
en nidadas pequeiias; (4) el orden de eclosion (Saino et al., 2001; Miiller et al., 2003;
Roulin et al., 2003; Martin-Vivaldi et al., 2006; Parejo et al., 2007; Eraud et al., 2008); (5)
el esfuerzo parental, la inmunocompetencia de los padres también se ve afectada
negativamente por el esfuerzo que implica mantener una nidada grande (Saino et al., 1997;
Moreno et al., 1999). El balance entre alimento ingerido y esfuerzo afecta la masa corporal
de un individuo, la que a su vez se relaciona positivamente con su RIC (Saino et al., 1997;
Christe et al., 1998; Tella et al., 2001; Moreno et al., 2005; Verhulst et al., 2005; Martin-

Vivaldi et al., 2006).

La relacion entre la RIC y el orden de eclosion varia. La RIC de segundas crias de la
gaviota reidora (Larus ridibundus) tendio a ser menor que la respuesta de crias Unicas y
primeras crias, en donde ademas los machos eclosionados de un segundo huevo tuvieron

una respuesta menor que las hembras eclosionadas de un segundo huevo (Miiller et al.,



2003). Contrario a este patron, en la golondrina comun (Hirundo rustica) las crias ultimas
en eclosionar tuvieron una RIC mayor que las primeras quienes estan expuestas a un riesgo
mayor de parasitismo (Saino et al., 2001). De igual forma, en la carraca (Coracias
garrulus) las crias més pequefas de cada nidada tuvieron el sistema inmune innato
(evaluado mediante conteos de leucocitos) mas desarrollado que las crias eclosionadas
primero, posiblemente como consecuencia de una mayor distribuciéon de inmunoglobulinas

a segundos huevos por parte de la madre (Parejo et al., 2007).

En el ave abubilla (Upupa epops) los factores que afectan la RIC dependen del orden de
eclosion de la cria: en primeras y segundas crias, la RIC aumenta con la fecha de eclosion.
El riesgo de parasitismo aumenta conforme avanza la temporada reproductiva, y por lo
tanto la RIC aumenta al avanzar la temporada. La RIC de segundas crias aumenta con la
masa corporal. Las segundas crias tienen un acceso mdas limitado a los recursos por la
competencia con su hermano mayor y posiblemente solo las segundas crias mejor
alimentadas y con una mejor condicion corporal son capaces de mantener en buen estado el

sistema inmune (Martin-Vivaldi et al., 20006).

Los estudios de adopcidn reciproca de huevos permiten separar la calidad genética de la
ambiental, y algunos han demostrado que la variacion en la RIC se debe mas al ambiente en
el que se desarrollan las crias que a los genes (Tella et al., 2000; Soler et al., 2003). A su
vez, el estado de muda de la madre estd relacionada con la RIC de sus crias. En el
papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca) la RIC de las crias fue menor si la madre
estaba mudando. Las hembras en estado de muda tienen una menor condicion debido a los
costos combinados del cuidado de sus crias y de la generacion de un nuevo plumaje

(Moreno et al., 2005).



En resumen, la RIC de crias estd relacionada directamente con su propia calidad
corporal e indirectamente con la calidad de sus padres, ya que esta ultima se relaciona a su
vez con la calidad y cantidad de inversion parental proporcionada a sus crias. Ademads, una
mejor RIC en crias se relaciona con una mayor probabilidad de sobrevivencia (Christe et
al., 1998; Miiller et al., 2003) y con una mayor probabilidad de regresar a la colonia a

reproducirse (Moreno et al., 2005).

El bobo de patas azules como modelo de estudio

La mayoria de los estudios de efectos de condiciones adversas experimentadas durante el
desarrollo sobre algun carécter fenotipico han utilizado el tamano de nidada como medida
indirecta de la cantidad de alimento, asumiendo que los individuos en nidadas mas grandes
comen menos (Gustafsson et al., 1995; Kogel, 1997; Saino et al., 1997; Verhulst et al.,
2005; Verhulst et al., 2006). Otros estudios manipulan de manera directa la cantidad de
alimento disponible (Gorman & Nager, 2004; Royle et al., 2005). El bobo de patas azules
(Sula nebouxii) ofrece un modelo para estudiar el efecto de condiciones adversas en el
desarrollo temprano sobre la condicién corporal y la RIC sin necesidad de manipulacion
experimental. Las crias hermanas de estas aves marinas pelecaniformes experimentan una
relacion de dominancia-subordinacion, lo que provoca que crias de jerarquia menor reciban
mayor cantidad de agresion (Drummond et al., 1998) y tengan niveles de estrés elevados
(Nufiez de la Mora et al., 1996), asi como un acceso restringido al alimento (Osorno &
Drummond, 1995). Por otro lado, la colonia de bobos de patas azules en la Isla Isabel se ha
estudiado desde 1981 hasta la fecha y se tiene registrdé de la historia reproductiva y la

experiencia social de la mayoria de los individuos adultos que llegan a anidar a la colonia.
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Dicha informacion permite estudiar los efectos de la experiencia temprana en la condicion

corporal y la RIC de adultos durante su vida reproductiva temprana.

El establecimiento de la jerarquia de dominancia-subordinaciéon en el bobo de patas
azules es facilitado por el intervalo de eclosion de cuatro dias entre las crias. La diferencia
de edades otorga a la primera cria una clara ventaja competitiva en términos de peso,
tamafio y madurez. Tal ventaja de las primeras crias, aunada al hecho de que los padres
regurgitan el alimento directamente en el pico de las crias (Nelson, 2005), permite a la cria
mas grande acaparar la mayor cantidad de alimentaciones (Osorno & Drummond, 1995).
En nidadas de dos crias, generalmente, la primera cria asume el papel de dominante
atacando y amenazando diariamente a la segunda cria, quien presenta una agresion minima
y respuestas de sumision (Drummond et al., 1986; Nelson, 2005). El nivel de agresion que
recibe la segunda cria desde que eclosiona hasta los 11 dias de edad es bajo, los niveles de
agresion aumentan a un pico maximo entre los dias 16-21 de edad de la segunda cria y
disminuyen entre los dias 21-26 dias de edad, cuando los papeles de dominancia-
subordinacion se han aprendido (Valderrabano-Ibarra et al., 2007). Bajo condiciones de
escasez de alimento, el incremento en la agresion por parte de la cria dominante ocasiona la
muerte de la segunda cria (fratricidio facultativo), ya sea directamente mediante picotazos o
indirectamente al expulsarla fuera del nido en donde muere de inanicion o es atacada por

otros bobos de nidos vecinos (Drummond et al., 1986; Nelson, 2005).

La asimetria entre las primeras y segundas crias comienza desde el huevo. Al menos en
un afio de “El Nino” (cuando las condiciones alimenticias son adversas), las madres
invierten de manera diferencial en los huevos de su nidada, a pesar de que el tamafio los

huevos no difiere, los segundos huevos tienen un 10% menos de yema que los primeros
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(Drummond et al., 2008). A diferencia de otras especies, la cantidad de androgenos
depositados no difiere significativamente entre primeros y segundos huevos (Drummond et
al., 2008). Durante las primeras tres semanas posteriores a la eclosion, la tasa de
crecimiento es mayor en primeras crias, las cuales pesan en promedio 11% més que sus
hermanos (segundas crias) a la misma edad (Drummond et al., 1986). Ademas, las primeras
crias reciben mayor cantidad de alimentaciones durante la primera semana de vida en
comparacion con segundas crias (Guerra & Drummond, 1995). La diferencia en peso entre
primeras y segundas crias desaparece, en los machos, a las 7 semanas de edad y en las
hembras, hasta aproximadamente las 10 semanas de edad (Drummond et al., 1991).
Alrededor de la semana 3 y 10 de vida, las segundas crias presentan una tasa de crecimiento
mayor que la de primeras crias (Drummond et al., 1991), la cual les permite llegar al
emplumado con tamafio y peso similares a los de sus hermanos (Drummond et al., 1991;
Drummond et al., 2003). Este crecimiento acelerado podria considerarse compensatorio, 1o
cual puede ocurrir si las condiciones mejoran después de un déficit nutricional (Metcalfe &
Monaghan, 2001). Las hembras segundas crias tardan mas tiempo en alcanzar el peso de
primeras crias ya que en la edad adulta son de mayor tamafio que los machos (Drummond
et al., 1986). Las primeras crias sobreviven significativamente mas que segundas crias hasta
los 70d (53.5% versus 41.8%; Garcia & Saavedra 1997). Sin embargo, aunque puede variar
por cohorte, en general, la probabilidad de segundas crias de reclutar (regresar a la colonia
como adulto reproductivo) no difiere respecto a la de primeras crias (Drummond et al.,
2003).

La existencia de una jerarquia de dominancia-subordinacion no sélo se relaciona con
niveles nutricionales y de crecimiento bajos, ademas de mortalidades altas para segundas

crias, sino también con niveles hormonales diferentes. En crias de 15-20 dias de edad, los
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niveles de corticosterona (hormona relacionada con la sumision y el estrés) son 109% mas
altos en segundas crias (subordinadas) que en primeras crias (dominantes) y que en crias
unicas (Nufiez de la Mora et al.,, 1996). Se considera que los niveles elevados de
corticosterona en segundas crias son el reflejo del estrés e inanicion (Vallarino et al., 2006).
Cuando los niveles de esta hormona se mantienen elevados durante dias o semanas, pueden
producir efectos negativos a largo plazo (Sapolsky 1992 en: Drummond et al., 2003), por
ejemplo, pérdida de masa muscular, inhibiciéon del sistema inmune o reducciéon en la

capacidad reproductiva (Creel, 2001).

El conocimiento de los costos de ejercer la dominancia para las primeras crias es
limitado, pues no se han hecho estudios de las diferencias en el desempefio de crias

primeras y unicas (quienes nunca han experimentado la presencia de un hermano).

En individuos observados hasta los 5 y 10 afios de edad no se encontraron diferencias
entre primeras y segundas crias en cuanto a la edad, la fecha de puesta, el tamafio de nidada
o en el éxito de la nidada de su primera reproduccion. Posiblemente la muestra de adultos
estuvo sesgada hacia aquellas crias segundas “fuertes” que lograron emplumar y reclutar,
dado que aquéllas crias segundas que sucumbieron al estrés de la subordinacidn e inanicién

fueron eliminadas naturalmente de la muestra (Drummond et al., 2003).

13



Las diferencias asociadas a la relacion de dominancia entre primeros y segundos huevos, y
entre primeras y segundas crias en estrés agonistico y nutricional, crecimiento,
concentracion de corticosterona circulante, podria tener efectos negativos sobre la RIC y la
condicion corporal de primeras y segundas crias. Para evaluar los posibles efectos
negativos, se midieron la RIC y la condicion corporal de crias primeras, segundas y inicas
de ambos sexos a las edades de 5 6 20 dias y, en hembras exclusivamente, cuando se

reproducian a la edad de 3 a 8 afios.

Dado que la agresiéon entre crias hermanas empieza cuando la primera tiene
aproximadamente 9 dias de edad y la segunda 5 dias de edad, se espera que cualquier
diferencia en la RIC o condicion corporal de crias Unicas, primeras y segundas a los 5 dias
de edad sea resultado de una inversion materna diferencial en los huevos y no de
diferencias en experiencia agonistica o en la alimentacién temprana. Sin embargo, si el
estrés agonistico y nutricional asociado a la subordinaciéon o a la dominancia afectan el
sistema inmune y crecimiento durante la infancia y a largo plazo, se espera que segundas
crias tengan RIC y condicion corporal menor que las primeras y €stas a su vez menor que

crias Unicas a la edad de 20 dias y a los 3-8 afos de edad.

Adicionalmente, si el estrés agonistico y nutricional involucrado en la dominancia-
subordinacion infantil repercute negativamente en la inversion que realiza una hembra afios
mas tarde en sus huevos o crias, se espera que la condicion corporal y RIC de crias de
madres segundas crias sea menor que la de crias de madres primeras crias y €stas a su vez
menor que crias de madres Unicas. Para lo cual se midi6 la RIC y condicion corporal de
crias de 5 y 20 dias de edad pertenecientes a madres de entre 3 y 8 afios de edad que

crecieron como cria unica, primera o segunda.
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METODO

Monitoreo de la colonia

Desde 1981 a la fecha el laboratorio de Conducta Animal del Instituto de Ecologia ha
generado una extensa base de datos con informacidn sobre la reproduccion e historia de
vida de los bobos de patas azules (Sula nebouxii) de la Isla Isabel, Nayarit, México
(21°52°N, 105°54’W). Esta informacion proviene del monitoreo que se realiza cada

temporada reproductiva en dos areas de la colonia.

Al inicio de cada temporada reproductiva, durante el pico de eclosion (4 febrero + 26 dias
al 13abril + 17 dias, Pefa en preparacion), se marcan todos los nidos con huevos o crias. A
lo largo de aproximadamente 5 meses, hasta el final del periodo de emplumado
(aproximadamente mediados de julio), se lleva a cabo un monitoreo de los nidos estacados
asi como de todos los nidos nuevos que aparecen durante el transcurso de la temporada. Los
nidos se visitan cada 3 dias y se registran las puestas, eclosiones y la sobrevivencia de crias;
ademas, se marca cada pollo segiin el orden de eclosion. A la edad de 70 dias, (cuando
alcanzado su tamafio de pico y ulna maximos y ha transcurrido el 76% del tiempo requerido
para emplumar; Drummond et al., 2003) cada individuo es pesado, se miden el pico y la

ulna y es marcado con un anillo de metal numerado.

Eleccion de la muestra

En 2007 se estudiaron hembras de 3 a 8 afnos de edad presentes en la colonia con nido,
provenientes de nidadas de una sola cria o de nidadas de dos crias en donde ambas crias

sobrevivieron hasta la edad de 70 dias. Las hembras cuyos nidos en el primer dia de
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revision tuvieron huevos se registraron cada tercer dia hasta eclosionar las crias, momento
en el que la nidada se asignd al azar a uno de los dos grupos para la aplicacion del reto
inmune a 5 dias o 20 dias de edad. En 27 de 113 nidos las crias estaban presentes en la
primera revision, en lugar de asignar el grupo al azar, se asignaron al grupo mas cercano a

su edad que fue estimada con base en curvas de crecimiento de crias de 1981.

Reto Inmune

Un tipo de reto inmune es la inoculacién subcutanea de la fitohemaglutinina (PHA por sus
siglas en inglés; Stadecker et al., 1977; Smits et al., 1999; Tella et al., 2002; Martin et al.,
2006), método utilizado en este estudio. La PHA es una proteina generada por el frijol
(Phaseolus vulgaris) que se une a moléculas presentes en la superficie de las células T y las
activa (Roitt et al., 2000). Al activarse, las células T mandan sefiales a otras células T
circulantes para que se dirijan al sitio donde se encuentra el antigeno, lo que ocasiona una
proliferacion de linfocitos T que se manifiesta en una hinchazon o roncha en el sitio en el
que se inoculo la PHA. El tamafio de la roncha se considera un indicador indirecto de la
capacidad proliferativa de las células T. Dicha respuesta inmune celular a PHA (RIC) es un
indicador confiable de la inmunidad celular in vivo, y ha sido utilizada cominmente para
evaluar la respuesta inmune celular en aves (Stadecker et al., 1977; Smits et al., 1999). En

este estudio se aplicd el método simplificado de Smits et al. (1999).
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Pilotaje

Se realizo un pilotaje para estimar la edad minima a la cual es factible obtener una
respuesta inmune a la PHA, asi como calcular las dosis y concentraciones 0ptimas de PHA
que generan un cambio medible en el grosor de la membrana alar (ver “Aplicacion del
reto”) a las 24 horas de inocular el mitégeno. En crias de 2 dias de edad no se logré medir
el grosor de la membrana alar con el micrometro, mientras que en crias de 5 dias de edad la
medicidn fue exitosa. Se dividieron aleatoriamente 6 crias, de 5 dias de edad, en 3 grupos y
cada grupo recibié una concentracion distinta de PHA disuelta en amortiguador de fosfatos
(PBS, con pH de 7.4): 2:1, 1:1, 1:2. Cada concentracion se inoculd en dos crias en dos
volimenes, 0.1 ml en una cria y 0.05 ml en la otra. Cada concentracion utilizada provocod
una roncha medible, pero se eligié el volumen de 0.05 ml porque era mas sencillo de
inocular en crias pequeias. Dado que no hubo diferencias apreciables en el tamafio de la
roncha provocada por las tres concentraciones probadas, se optd por la concentracion

intermedia de 1:1 (PHA: PBS).

Aplicacion del reto inmune

Se midieron el pico y la ulna utilizando una cinta métrica con resolucion de 1 mm.
Posteriormente se pesé utilizando un dinamometro (= 5 g para crias de 5 dias, + 10 g para
crias de 20 dias y = 50 g para las hembras adultas). Se limpi6é con agua y se marco con
plumoén indeleble el area de la membrana alar o patagio del ala izquierda (Figura 1) donde
se inocularia la PHA (L8902, Sigma-Aldrich) y se midi6 por triplicado el grosor del area

marcada utilizando un micrémetro (Mitutoyo, 293-330 para hembras adultas y crias de 20
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dias; el modelo Mitutoyo, 331-111 con una superficie de medicion mas angosta para crias
de 5 dias, ambos con resolucion de 0.001mm) (Figura 2). El micrometro se ajust6 hasta que
se observo que la piel se plegd un poco. Se inocularon 0.1 ml (con 0.2 mg de PHA en 0.1
ml de PBS) a hembras de 3-8 afios cuando su cria mayor tuvo entre 15 y 20 dias de edad y a
crias del grupo de 20 dias a los 20.39 + 0.13 dias de edad (Velando et al. 2006). A las crias
del grupo de 5 dias se les inocularon 0.05 ml (con 0.05 mg de PHA en 0.05 ml de PBS) a

los 4.98 + 0.04 dias de edad.

Transcurridas 24 h de haber inoculado la PHA, se captur6 al individuo nuevamente, se
midio por triplicado el grosor de la roncha en el area marcada con el plumon y se peso antes
de liberar. La recaptura de 45 de 113 hembras no ocurri6 sino hasta unas horas después de
cumplidas las 24 h (26.14 + 0.29), por lo que el intervalo entre mediciones se incluyo en los
andlisis estadisticos. La segunda medicion de las crias ocurrié 24.18 + 0.03 h después del
in6culo. Las manipulaciones se realizaron entre las 07:00 h y las 12:00 h y duraron

aproximadamente 20 min por cada individuo.

Medicidn de la respuesta inmune celular a PHA (RIC)

La RIC se considera como el cambio en grosor (en mm) de la membrana alar después de 24
h de iniciado el reto antigénico (Smits et al., 1999). Pruebas de confiabilidad intra-
mediciones (utilizando el coeficiente de correlacion intraclase) demostraron que hubo una
alta repetibilidad entre las mediciones iniciales (r = 0.98, P < 0.001, n = 256) y entre las
finales (r = 0.98, P < 0.001, n = 256). Se calcul6 el indice de la respuesta inmune celular a

PHA como la diferencia entre los promedios de la primera y segunda medicion.
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Figura 1. Anatomia de un ala. Se sefiala el patagio o membrana alar donde se inocul6 la
PHA, asi como la unién del humero y ulna donde se encuentra la vena braquial de
donde se extrajo la sangre (ver subseccion sexado).

Figura 2. Uso del micrometro para medir el grosor del patagio del ala izquierda (ilustrado
por Oscar Sanchez Macouzet).
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Sexado

Se tomaron 0.05 ml de sangre a partir de la vena braquial del ala derecha (unién de ulna
y humero, Figura 2) de las crias de los grupos de 5 y 20 dias cuando cumplieron 15 o 21-22
dias de edad respectivamente, utilizando para ello agujas estériles y tubos capilares
heparinizados. Las muestras de sangre se conservaron en 1 ml de amortiguador de Queen’s
(0.0IM Tris, 0.01 M NaCl, 0.01 M EDTA y 1% n-lauroylsarcosina pH 7.5) a temperatura

ambiente hasta ser procesadas en el laboratorio (Seutin et al. 1991).

La extracciéon del ADN a partir de la sangre se realizd con los reactivos y material
contenidos en los paquetes Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit de la compania GE
Healthcare (codigo 28-9042-65), siguiendo el protocolo ahi descrito (ver “Extraccion de
ADN” Apéndice II). Los genes CHD-W y CHD-Z, que corresponden al gen chromobox-
helicase-DNA-binding, se amplifican a partir del ADN purificado. El peso molecular de
dichos genes varia segiin el cromosoma en el que estén, por lo tanto al correr un gel de
electroforesis con los productos de la amplificacion se pueden distinguir los individuos de
distinto sexo: en hembras (ZW) se observan dos bandas mientras que en machos (WW), se

observa solo una (Griffiths et al., 1998; ver “Amplificacion y Electroforesis” Apéndice II).

No pudo conocerse el sexo de 10 crias: 8 crias del grupo de 5 dias de edad murieron
antes de cumplir los 15 dias y el sexado de dos crias de 20 dias de edad no pudo
completarse por dificultades técnicas. Los datos de estas 10 crias fueron excluidos del

analisis.
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Analisis Estadistico

Condicion corporal

Debido a que variables como el tamafio de pico, ulna y peso estdn altamente
correlacionados en crias de 5 y 20 dias de edad (pico/ulna: r = 0.99, P < 0.00; pico/peso: r =
0.98, P < 0.00; ulna/peso: r = 0.98, P < 0.00, crias 5 dias n = 54; crias 20 dias n = 84), se
realizé un analisis de componentes principales (ACP) para obtener un indice de condicion
corporal. Para crias de 5 y 20 dias se utilizaron los tamafios de pico y ulna registrados el dia
del in6culo y el promedio del peso (registrados el dia del indculo y 24 hrs. después). Para
las hembras de 3-8 afios se utilizaron solamente las medidas de pico y el promedio del peso
porque las medidas de ulna tuvieron una distribucion diferente a la normal y aun
transformando los datos no se lograron normalizar. Ademds no existié6 una correlacion
significativa entre ulna y pico ni entre ulna y peso (ulna/pico: r = 0.07, P = 0.45; ulna/peso:
r=0.16, P =0.100, n = 118 hembras), pero si entre las medidas de pico y peso (r = 0.25, P
=0.007, n = 118 hembras). El primer factor tuvo un valor eigen > 1 y los valores del primer
factor son los que se utilizaron para los andlisis posteriores (5 dias: valor eigen = 2.51,
explico el 83.75% de la varianza, correlacion: factor/pico = 0.92, factor/ulna = 0.91,
factor/peso de 0.92; 20 dias: valor eigen = 2.76, explicd el 92.03% de la varianza,
correlacion factor/pico = 0.97, factor/ulna = 0.97, factor/peso = 0.95; hembras 3-8 aiios:
valor eigen = 1.14, explico el 57.05% de la varianza, correlacion: factor/pico = 0.76,

factor/peso = 0.76).

21



Relacidén entre RIC/orden de eclosion y condicion corporal/orden de eclosion

Para explorar el efecto del orden de eclosion en la RIC o en la condiciéon corporal, se
utilizaron modelos multivariados. Para las crias de 5 y 20 dias de edad se usaron modelos
lineales mixtos (LMM) independientes para cada grupo de edad, en los que se incluyd
como factor aleatorio la identidad del nido. Para las hembras de 3-8 afios se usaron modelos
lineales generales (GLM) con una distribucién normal y como funcion de enlace se utilizd
la funcion identidad. La Tabla 1 muestra las variables independientes integradas en los
modelos de los grupos: (a) de crias de 5 y 20 dias de edad y (b) de las hembras de 3-8 afios

de edad.

Los modelos iniciales integraron todas las variables explicativas y las interacciones
listadas en la Tabla 1. Se eliminaron secuencialmente las interacciones, las variables
cuadraticas y los factores principales no significativos (P > 0.05) hasta obtener el modelo
minimo adecuado, llamado modelo final. Para elegir el modelo final més adecuado se
utilizaron pruebas de eliminacion. Las pruebas de eliminacion evaluaron la significancia del
aumento en devianza (en GLMs) o en el cociente de verosimilitud (Coc. V. en LMMs)
resultantes de ir eliminando las variables del modelo inicial (Crawley, 2003). La P obtenida
en las pruebas de eliminacion es la que se reporta para cada variable. Cuando alguna
interaccion resulto significativa, se realizaron modelos diferentes separando por alguna de
las variables de la interaccion. Para determinar diferencias entre categorias se realizaron
comparaciones entre el modelo final y submodelos con dos de las tres categorias
combinadas (Crawley, 2003). Los modelos fueron realizados con el programa R v2.6.2 (R
Development Core Team 2008). El criterio de significancia fue P < 0.05. Se reportan los

valores de media + error estandar.
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Tabla 1. Variables independientes integradas a los modelos de crias de 5 0 20 dias de edad

y hembras de 3-8 aios.

Modelos

(a) Crias 5 6 20 dias (LMM)

(b) Hembras 3-8 aiios
(GLM)

Indicador de Estatus
Social

Indicador de Condicion
General

Interacciones

Indicador de Estatus
Social de la Madre

Calidad de la Madre

Control de tiempo
transcurrido entre indculo
y medicion de PHA

Condicion corporal madre

Orden de eclosion

Condicién corporal®
Fecha de eclosion
Edad
Sexo

Orden de eclosion: Sexo
Sexo: Condicién corporal®™®

Orden de eclosion madre

RIC

Edad madre
Edad madre’

Orden de eclosion

Condicion corporal®'
Fecha de eclosion*
Fecha de puesta 2007**
Edad
Edad®
# crias eclosionadas en
2007RC

Orden de eclosion:
Condicion corporal®'
Orden de eclosion: Fecha de
puesta 2007
Orden de eclosion: Edad

Horas transcurridas entre 12
y 2* medicion™©

RIC

indica variables integradas solo al modelo de RIC. *La fecha de eclosion de la hembra

proporcional al afio en que nacid. **La fecha de puesta de las hembras, indicador de calidad ya que
las aves que se reproducen temprano en la temporada, tienden a tener un mayor nimero de crias
emplumadas (Perrins, 1970; Verhulst et al., 1995).
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RESULTADOS

Efecto del orden de eclosién en la condiciéon corporal

A los 5 dias de edad, las crias de distinto orden de eclosion no difirieron significativamente
en su condicidn corporal (P = 0.09, Tabla 2(a); unicas: 0.10 + 0.23, n = 18 crias; primeras:
0.26 £ 0.19, n = 19 crias; segundas: -0.40 £ 0.27, n = 17 crias; Figura 3(a)), sin embargo,
hubo una tendencia de segundas crias hembras a tener una menor condicidon corporal que
hembras Unicas y primeras crias. La condicion corporal de las crias macho y hembra no
difiri6 significativamente (P = 0.14, Tabla 2(a); machos: 0.21 + 0.21, n = 24 crias;
hembras: -0.16 £ 0.18, n = 30 crias). La fecha de eclosion de las crias a los 5 dias de edad
disminuy¢ a través de la fecha de eclosion, las crias que nacieron temprano en la temporada
tuvieron una mejor condicién corporal que las crias tardias (P < 0.01, Tabla 2(a) y Figura
3(b)).

Tabla 2. LMM de la condicién corporal en (a) crias de 5 y (b) 20 dias de edad utilizando
nido como factor aleatorio.

Variables (a) Crias 5 dias (n=54) (b) Crias 20 dias (n=83)
gl Coc.V. P gl Coc. V. P

Modelo Inicial:
Orden Eclosion 2 4.85 0.09 2 15.77 0.00***
Fecha de Eclosion 1 7.95 0.00%* 1 0.37 0.54
Edad 1 0.00 0.96 1 22.23 0.00***
Sexo 1 2.21 0.14 1 0.22 0.64
Orden Eclosion Madre 2 1.12 0.56 2 0.55 0.76
Edad Madre 1 2.51 0.11 1 0.15 0.70
Edad Madre’ 1 0.08 0.77 1 1.44 0.23
Orden Eclosion: Sexo 2 3.62 0.16 2 12.67 0.00%*
Modelo Final:
Orden Eclosion 2 15.45 0.00%**
Fecha de Eclosion 1 7.95 0.00%*
Edad 1 30.64 0.00***
Sexo 1 0.25 0.61
Orden Eclosion: Sexo 2 10.91 0.00%*

* P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, gl (grados de libertad). Para consultar los valores de los
coeficientes de cada variable explicativa del modelo final ver el Apéndice III.
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En crias del grupo de 20 dias de edad la condicion corporal presentd una relacion
positiva con la edad exacta de cada cria (P < 0.001, Tabla 2(b), Figura 4(a)). Controlando
por la edad de cada cria, la relacion entre orden de eclosion y condicion corporal en este
rango de edad resultd significativa, asi como la interaccion entre orden de eclosion y sexo
de las crias (P < 0.01, Tabla 2(b); MACHOS: unicas: 0.03 + 0.21, n = 17 crias; primeras:
0.09 £ 0.13, n = 17 crias; segundas: -0.35 £ 0.22, n = 11 crias; HEMBRAS: tnicas: 0.60 +
0.37, n = 11 crias; primeras: 0.15 £ 0.27, n = 14 crias; segundas: -0.53 + 0.38, n = 13 crias;
Figura 4(b)). Cuando se realiz6 por separado un modelo para machos y otro para hembras,
en el modelo realizado para los machos el orden de eclosion (LMM: Coc. V., = 2.88, P =
0.24, Figura 4(b)) y la edad de las crias (LMM: Coc. V.; = 1.32, P = 0.25) no resultaron
significativos. En el modelo de las hembras se encontré una relaciéon negativa entre
condicién corporal y orden de eclosion (LMM: Coc. V., = 6.90, P = 0.03, Figura 4(b)) y
una relacion positiva entre condicion corporal y edad de las crias (LMM: Coc. V.; =9.29, P
< 0.01, Figura 4(a)). La comparacion entre el modelo final de las hembras y submodelos
con dos de las categorias del orden de eclosion combinadas reveld que las segundas y
primeras crias hembras tienen una condicién corporal menor que hembras Unicas, pero
hembras segundas y primeras crias no difieren en condicion corporal (LMM (unicas,
primeras, segundas) Coc. V.;= 6.90, P = 0.03; submodelo (inicas-primeras, segundas) Coc.
V., =5.29, P = 0.02; submodelo (Gnicas-segundas, primeras) Coc. V.; = 5.73, P = 0.02;
submodelo (inicas, primeras-segundas) Coc. V.; =0.02, P = 0.87).

En las hembras de 3-8 afios de edad, la condicién corporal no se vio afectada por el
orden de eclosion (P = 0.13, Tabla 3; unicas: 0.16 = 0.15, n = 41 hembras; primeras: 0.01 £
0.15, n = 41 hembras; segundas: -0.20 + 0.18, n = 36 hembras; Figura 5), sin embargo se

observo una tendencia de segundas crias a tener una menor condicion corporal que las crias
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Unicas y primeras, mientras que la condicion corporal de las primeras crias fue menor que
la de crias nicas. No se encontr6 una relacion significativa entre la condicion corporal y

edad, la fecha de puesta en 2007 o la fecha de eclosién (P > 0.05, Tabla 3).

Tabla 3. GLM con la funcién identidad examinando la condicion corporal
en hembras de 3-8 afos de edad (n = 113).

Variables gl Devianza P

Modelo Inicial

Orden Eclosion 2,112 3.99 0.13
Fecha de Eclosion 1,116 2.65 0.10
Edad 1,114 0.65 0.42
Edad’ 1,111 2.65 0.10
Fecha de puesta 2007 1,115 1.56 0.21
Orden de Eclosion: Fecha de puesta 2007 2,107 0.32 0.84
Orden de Eclosion: Edad 2,109 3.11 0.19

* P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, gl (grados de libertad). Para consultar los valores de los
coeficientes de cada variable explicativa del modelo final ver el Apéndice III.
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Respuesta inmune celular en crias de 5 dias de edad

A los 5 dias de edad la RIC no estuvo relacionada con el orden de eclosion (P = 0.91, Tabla
4(a); unicas: 0.99 = 0.11 mm, n = 18 crias; primeras: 1.08 = 0.12 mm, n = 19 crias;
segundas: 0.93 + 0.11 mm, n = 17 crias; Figura 6), pero aumenté significativamente con la
condicién corporal de la cria (P < 0.01, Tabla 4(a), Figura 7(a)) y disminuy6 con la edad de

la madre (P = 0.02, Tabla 4(a), Figura 7(b)).
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Respuesta inmune celular en crias de 20 dias de edad

En la RIC de crias de 20 dias de edad la interaccion entre orden de eclosion y sexo de las
crias resultd marginalmente significativa (P = 0.05, Tabla 4(b); MACHOS: tnicas: 1.45 +
0.16 mm, n = 17 crias; primeras: 1.36 = 0.13 mm, n = 17 crias; segundas: 1.68 = 0.17 mm,
n =11 crias; HEMBRAS: unicas: 1.23 = 0.11 mm, n = 11 crias; primeras: 1.62 £ 0.16 mm,
n = 14 crias; segundas: 1.16 = 0.18 mm, n = 13 crias; Figura 8). Se realiz6 por separado un
modelo para machos y otro para hembras, en el modelo de los machos el orden de eclosion
no result6 significativo (LMM: Coc. V., =2.46, P = 0.30, Figura 8). En el modelo realizado
para las hembras hubo una relacion significativa entre RIC y orden de eclosion (LMM:
Coc. V., = 20.32, P < 0.001, Figura 8). La comparacion entre el modelo final de las
hembras y submodelos con dos de las categorias del orden de eclosion combinadas mostrd
que las primeras crias hembras tienen una RIC mayor que hembras unicas y segundas crias
hembras, pero segundas crias hembras y unicas no difieren en RIC (LMM (unicas,
primeras, segundas) Coc. V.;= 20.32, P < 0.001; submodelo (Gnicas-primeras, segundas)
Coc. V. = 8.36, P < 0.01; submodelo (inicas-segundas, primeras) Coc. V.; = 2.37, P =

0.12; submodelo (Unicas, primeras-segundas) Coc. V.; =19.64, P <0.001).
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Tabla 4. LMM de la RIC en: (a) crias de 5 y (b) 20 dias de edad utilizando nido como
factor aleatorio.

Variables (a) Crias 5 dias (n=54) (b) Crias 20 dias (n=83)
gl Coc. V. P gl Coc. V. P

Modelo Inicial
Orden Eclosion 2 0.19 0.91 2 0.35 0.84
Condiciéon Corporal 1 7.00 0.00 ** 1 0.20 0.66
Fecha de Eclosion 1 0.04 0.85 1 0.19 0.66
Edad 1 1.04 0.31 1 2.07 0.15
Sexo 1 0.10 0.75 1 0.87 0.35
Orden Eclosion Madre 2 2.46 0.29 2 1.37 0.50
Edad Madre 1 5.14 0.02 * 1 0.03 0.87
Edad Madre’ 1 2.10 0.15 1 0.91 0.34
Condicion Corporal Madre 1 2.46 0.29 1 0.73 0.39
Orden de Eclosion: Sexo 2 1.94 0.38 1 6.62 0.04%*
Orden Eclosion: Condicidon 2 1.85 0.40 2 0.30 0.86
Corporal
Modelo Final
Orden de Eclosion 2 0.66 0.72
Condiciéon Corporal 1 7.00 0.00**
Sexo 1 0.96 0.33
Edad Madre 1 5.14 0.02 *
Orden de Eclosion: Sexo 2 5.95 0.05

* P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, gl (grados de libertad). Para consultar los valores de los
coeficientes de cada variable explicativa del modelo final ver el Apéndice III.



Respuesta inmune celular en hembras de 3-8 afios de edad

La RIC de hembras de 3-8 afios de edad no tuvo una relacion significativa con el orden de
eclosion (P = 0.13, Tabla 5; unicas: 1.31 = 0.13 mm, n = 41 hembras; primeras: 1.34 + 0.11
mm, n = 41 hembras; segundas: 1.02 £ 0.16 mm, n = 36 hembras; Figura 9), pero si con la
fecha de puesta en la temporada del presente estudio (P < 0.01, Tabla 5). La interaccién
entre fecha de puesta y el orden de eclosion de la hembra resultd significativa (P = 0.02,
Tabla 5), por lo tanto se realizaron dos modelos separados para hembras cuyas puestas
fueron tempranas o tardias respecto a la media. No se encontré una relacion significativa
entre la RIC de hembras tempranas o tardias y su orden de eclosion (GLM: hembras
tempranas: devianza = 3.31,, 55, P = 0.07, n = 55 hembras; hembras tardias: devianza =

1.525 60, P =0.32, n = 63 hembras).
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Tabla 5. GLM con la funcion identidad examinando la RIC en hembras de
3-8 afios de edad (n = 118).

Variables gl Devianza P
Modelo Inicial
Orden Eclosion 2,111 2.64 0.12
Condicion Corporal 1,114 0.67 0.30
Fecha de Eclosion 1,113 0.51 0.38
Edad 1,115 1.09 0.20
Edad’ 1,108 0.21 0.60
Horas transcurridas hasta medir PHA 1, 109 0.01 0.95
# crias eclosionadas en 2007 1,110 0.04 0.79
Fecha de puesta 2007 1,115 5.52 0.00**
Orden Eclosion: Edad 2,105 3.81 0.07
Orden Eclosion: Fecha de puesta 2007 2,107 4.72 0.02%
Orden Eclosion: Condicién Corporal 2,106 3.19 0.08
Modelo Final
Orden Eclosion 2,112 2.00 0.21
Fecha de puesta 2007 1,116 4.93 0.01**
Orden Eclosion: Fecha de puesta 2007 2,114 4.36 0.03*

* P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, gl (grados de libertad). Para consultar los valores de los
coeficientes de cada variable explicativa del modelo final ver el Apéndice III.

Condicion corporal en crias de 5 dias de edad segun la edad de la madre

Existe la posibilidad de que las hembras jovenes hayan tenido crias con condiciones
corporales mayores que crias de hembras maduras y por lo tanto hayan tenido crias con
RIC mayor, debido a la relacion positiva que se encontrd entre condicion corporal y RIC a
los 5 dias de edad. Con una ANOVA se comprob6 que las crias de hembras jovenes no
presentaron la misma condicidn corporal que las crias de hembras maduras (Fss3 = 0.71, P
=0.62) y por lo tanto las hembras mas jovenes dentro de la muestra tuvieron crias con una

RIC mayor independientemente de la condicion corporal de las crias.

35



Inversion materna segun el orden de eclosidén

Entre crias pertenecientes a madres con distinto orden de eclosion no hubo diferencia en la
condicién corporal a los 5 dias de edad (P = 0.60, Tabla 2(a); de madre tnica: -0.08 + 0.19,
n = 18 crias; de madre primera cria: 0.12 + 0.22, n = 20 crias; de madre segunda cria: -0.06
+ 0.32, n = 16 crias), ni a los 20 dias de edad (P = 0.80, Tabla 2(b); de madre unica: 0.02 +
0.21, n = 29 crias; de madre primera cria: -0.22 + 0.19, n = 27 crias; de madre segunda cria:
0.21 £ 0.16, n = 27 crias). Tampoco se encontr6 diferencia en la RIC de crias segun el
orden de eclosion de su madre a los 5 dias de edad (P = 0.30, Tabla 4(a); de madre Unica:
1.04 £ 0.10, n = 18 crias; de madre primera cria: 1.05 + 0.10, n = 20 crias; de madre
segunda cria 0.90 £+ 0.14, n = 16 crias), ni a los 20 dias de edad ( P = 0.50, Tabla 4(b); de
madre tnica: 1.47 £ 0.10, n = 29 crias; de madre primera cria: 1.35 = 0.12, n = 27 crias; de

madre segunda cria: 1.43 £0.12, n =27 crias).
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DISCUSION

Respuesta inmune celular v condicion corporal a los 5 dias de edad

No se encontrd diferencia en la RIC seglin el orden de eclosion en crias de 5 dias de edad.
Ya que durante los primeros dias post-eclosion las crias parecen recibir poco alimento
(Guerra & Drummond, 1995) y ademas presentan poco agonismo (Valderrabano-Ibarra et
al., 2007), cualquier diferencia en la RIC o la calidad corporal entre primeras y segundas
crias de 5 dias de edad probablemente se debe a diferencias en los huevos. Se ha observado
que concentraciones altas de testosterona y/o corticosterona en huevos de aves pueden
reducir la RIC entre los 8 y 10 dias después de eclosionar (Rubolini et al., 2005; Cucco et
al., 2008). Por otro lado, concentraciones altas de androstenediona en yema se relacionan
con una mayor RIC en bobos de 15 dias de edad (Dentressangle & Torres, en preparacion).
La ausencia de diferencias en androgenos (testosterona y androstenediona) entre primeros y
segundos huevos en el bobo de patas azules (Drummond et al., 2008; Dentressangle et al.,
2008) es congruente con la falta de diferencias en la RIC de primeras y segundas crias de 5

dias de edad.

A los 5 dias de edad las crias de madres jovenes tuvieron RIC mayores que crias de
madres maduras, dentro del rango de edades muestreado (3-8 afios). Beamonte-Barrientos
et al. (en revision) encontraron que el volumen de primeros y segundos huevos de hembras
de 3-19 afos disminuye al avanzar la edad. Es probable que las hembras jovenes provean a
sus huevos con una mayor cantidad de nutrientes e incluso inmunoglobulinas que
fortalezcan el sistema inmune de sus crias y les confieran ventajas durante los primeros dias

post-eclosion.
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De acuerdo con lo observado en otras especies de aves (Saino et al., 1997; Christe et al.,
1998; Tella et al., 2001; Moreno et al., 2005; Verhulst et al., 2005; Martin-Vivaldi et al.,
20006), se encontr6 una relacion positiva y significativa entre la RIC y la condicion corporal
de las crias a los 5 dias de edad. Ambas variables reflejan el estado nutricional de la cria
(Horak et al., 1999; Alonso-Alvarez & Tella, 2001); por lo tanto, individuos en buen estado
nutricional pueden asignar mayor cantidad de recursos al sistema inmune y presentan

respuestas inmunes mas robustas.

A los 5 dias de edad segundas crias hembras de la muestra tuvieron una menor condicion
corporal que hembras unicas y primeras, aunque ésta diferencia no alcanzd a ser
significativa (P = 0.09). Drummond et al. (1986) encontraron que segundas crias (no
sexadas) entre los 0 y los 4 dias de edad fueron significativamente mas ligeras que crias
primeras a la misma edad. Segundos huevos tienen menor cantidad de yema que primeros
huevos, pero no pesan menos ni difieren en concentracion de testosterona y
androstenediona (Drummond et al., 2008). Puede ser que, debido a la menor cantidad de
yema contenida en segundos huevos, la condicion corporal de las segundas crias haya sido
menor que las primeras al eclosionar y durante los siguientes 5 dias. Asi mismo, es posible
que durante los primeros 5 dias de vida las segundas crias reciban menos alimento que las
primeras. El contenido hormonal del huevo también podria estar relacionado con el
crecimiento de las crias. En la codorniz japonesa (Coturnix japonica) se ha observado que
concentraciones altas de corticosterona en huevo disminuyen la tasa de crecimiento
postnatal de las crias (Hayward & Wingfield, 2004), por lo que es posible que, en el bobo

de patas azules, la concentracion de corticosterona sea mayor en segundos huevos que en
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primeros. Sin embargo, no hay a la fecha, informacion acerca de las diferencias en la

concentracion de corticosterona en huevos de este bobo.

Las crias que eclosionaron temprano (febrero, marzo) tuvieron una mejor condicion
corporal a los 5 dias de edad que aquellas eclosionadas hacia abril. Observaciones previas
en Isla Isabel documentan un mayor reclutamiento de crias que empluman con fechas
tempranas (Drummond et al., 2003). La relacion negativa entre la fecha de eclosion y la
condiciéon corporal de las crias pudo deberse a que: (1) la disponibilidad de alimento se
deteriora al avanzar la temporada, (2) los adultos que anidan temprano son de mayor
calidad o (3) los padres que anidan al inicio de la temporada invierten mas en sus crias

porque las crias que empluman mas temprano son mas valiosas.

Respuesta inmune celular v condicion corporal a los 20 dias de edad

En hembras de 20 dias de edad tanto las segundas crias como las Unicas tuvieron una
RIC inferior a las primeras. Puede ser que a los 20 dias segundas crias tengan una RIC
menor a primeras crias debido a la agresion intensa (Valderrabano-Ibarra et al., 2007), la
inanicion (Guerra & Drummond, 1995) y la elevada corticosterona circulante (Nufiez de la
Mora et al., 1996) presentes en las segundas crias durante las primeras tres semanas de

vida.

La inferioridad de crias Unicas respecto a la RIC de primeras crias es mas dificil de
explicar dado que el crecimiento de las crias Unicas parece ser similar al de primeras crias
(Drummond, datos no publicados) y las crias tnicas no sufren agresion alguna. Podria

deberse a la posible menor calidad de sus padres. Si los padres de mejor calidad tienen
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puestas mas grandes (Coulson & Porter, 1985), los bobos con dos crias podrian ser padres
superiores que invierten mas en sus huevos que padres con una cria. Las hembras del
papamoscas collarino de mayor calidad (aquéllas con menores niveles de estrés) depositan
mayores concentraciones de inmunoglobulinas en sus huevos que las de menor calidad
(Hargitai et al., 2006). Puede ser que las madres provean ambos huevos de puestas de dos
con una mayor cantidad de inmunoglobulinas y/o andrégenos que las madres de puestas de
uno y que los efectos en la RIC se presenten, no en los primeros dias después de la
eclosion, sino semanas mads tarde. Concentraciones altas de androstenediona en yema se
relacionan con una mayor RIC en bobos de 15 dias de edad (Dentressangle & Torres, en
preparacion). Alternativamente, el patron observado también podria reflejar una mayor
inversion post-eclosion por parte de padres de mejor calidad. Sin embargo, los indicadores
de calidad de las madres (edad, condicion corporal) no se relacionaron con la RIC de sus
crias a los 20 dias de edad. Por otro lado, podria ser que en nidadas de dos crias haya mas
parésitos que en nidadas de una cria debido a que las infestaciones de los pardsitos
dependen de la densidad (Krause & Ruxton, 2002) y que en consecuencia crias de nidadas
de dos destinen una mayor proporcion de recursos al sistema inmune. No obstante, Ramos
et al. (en preparacion) no han encontrado evidencia de una mayor cantidad de parasitos en
nidadas de dos crias de bobo de patas azules que en nidadas de una cria. Otra posible
explicacion de que las crias tnicas tuvieran una RIC inferior a la de las crias primeras es
que las crias inicas no pueden “acurrucarse” con un hermano para conservar la temperatura
corporal, lo cual podria implicar una termorregulacion menos eficaz o mas costosa en las
primeras semanas que podria limitar los recursos destinados al sistema inmune (Visser,

1998).
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Son pocos los estudios de aves que relacionan la RIC con el orden de eclosion y no hay
un patrén consistente entre ellos. La hipdtesis del “Tasty Chick™ considera que crias
eclosionadas al ultimo dentro de una nidada deberian tener un sistema inmune debilitado
debido a una condiciéon nutricional menor y una consecuente carga parasitaria mayor,
conduciendo a una mayor mortalidad (Christe et al., 1998). Acorde con ésta hipdtesis, en la
gaviota reidora (Larus ridibundus) y en la tortola turca (Streptopelia decaocto) crias
eclosionadas al ultimo tienen RIC menores que primeras crias en eclosionar (Miiller et al.,
2003; Eraud et al., 2008). Sin embargo, las ultimas crias de la golondrina comun (Hirundo
rustica) exhiben una mayor RIC que las primeras crias (Saino et al., 2001). Finalmente, en
el carbonero comun (Parus major) no hay diferencia en la RIC segin el orden de eclosion
(Roulin et al., 2003). Las diferencias inter-especificas pueden deberse a diferencias en la
historia de vida de cada especie y de sus parasitos, como lo destaca el trabajo de Saino et al.

(2001).

La relacion negativa que se encontrd entre la edad de la madre (3-8 afios) y la RIC de
crias de 5 dias de edad no se observo en crias de 20 dias. Puede ser que hembras maduras
eclosionen crias con una RIC baja, pero que cuiden mejor a las crias aumentando su
condicion. Pero ;por qué cuidarian a sus crias mejor que madres jovenes? Existen tres
hipotesis que podrian explicar una mejora en el cuidado maternal a medida que aumenta la
edad de la madre. La hipotesis de “seleccion” dice que la proporcion de individuos de alta
calidad en la poblacion aumenta con la edad porque los de menor calidad mueren con mas
frecuencia y desaparecen de la muestra. La hipdtesis de “mejoras en la competitividad
relacionadas con la edad” postula que la habilidad aumenta con la experiencia en forrajear,

reproducirse, incubar y cuidar crias. La hipodtesis de la “optimizacion del éxito
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reproductivo” sostiene que el esfuerzo reproductivo aumenta con la edad, ya sea porque el
valor reproductivo residual (esperanza de vida o potencial reproductivo) disminuye o
porque incrementa la competitividad (hipotesis revisadas en: Clutton-Brock, 1984;
Forslund & Pirt, 1995). Ciertamente, el éxito reproductivo en hembras de bobo de patas
azules aumenta con la edad hasta alcanzar un pico a los 10 afios, seguido de un decremento
progresivo (Beamonte-Barrientos et al., en revision). Es decir, conforme se acercan a la
edad madura (8-11 afios) las hembras parecen tener un mejor desempefio parental. Cuando
se intercambiaron puestas de madres entre 4 y 17 afios, la RIC de segundas crias a los 20
dias de edad fue mayor bajo el cuidado de madres maduras (8-11 afios) y viejas (11-17
afios) que bajo el cuidado de madres jovenes (4-7 afios), independientemente de la edad de

la madre que puso el huevo (Beamonte-Barrientos et al., en revision).

A los 20 dias de edad, las hembras primeras y segundas tuvieron una menor condicion
corporal que las hembras tinicas, pero hembras primeras crias tuvieron una RIC mayor que
hembras tnicas, y hembras segundas crias tuvieron una RIC similar a la de hembras unicas.
Suponiendo que las crias inicas y primeras recibieran la misma cantidad de alimento, el
hecho de que las primeras crias tengan mayor RIC pero menor condicion corporal que las
unicas podria deberse a un “trade-off” entre destinar recursos al sistema inmune o al
crecimiento combinado con mayor necesidad de defensa inmune de las primeras crias.
Mantener el sistema inmune en buen estado resulta costoso a nivel energético (Sheldon &
Verhulst, 1996), por lo que s6lo seria redituable fortalecerlo cuando el riesgo de contraer
parasitos o enfermedades fuera alto. Puede ser que las primeras crias padezcan un elevado
riesgo de parasitismo o enfermedad en consecuencia del estrés de dominar y controlar a sus

hermanos y entonces presenten una RIC elevada y por consiguiente una menor condicion
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corporal respecto a crias unicas. Se ha observado que elevar experimentalmente la RIC
compromete el crecimiento de las crias. Crias de urraca (Pica pica) y del herrerillo comtn
(Parus caeruleus) a las que se les elevo la receptividad de células T y la RIC (mediante la
administracion de metionina), crecieron menos en comparacion a las crias control quienes

tuvieron mas parasitos sanguineos (Soler et al., 2003; Brommer, 2004).

A los 20 dias de edad, las relaciones entre RIC-orden de eclosion y entre condicion
corporal-orden de eclosion solo se observaron en las crias hembras. Las hembras de esta
especie son mas grandes y crecen mas rapido que los machos (Drummond et al., 1991;
Torres & Drummond, 1999), lo que las podria volver mas vulnerables a una baja inversion
parental, el parasitismo, la inanicion, las agresiones de un hermano dominante y niveles
elevados de corticosterona en sangre, aunado a la posible presencia de mas corticosterona
en segundos huevos (discutido en la seccion de crias de 5 dias), asi como el esfuerzo
agresivo requerido para dominar a un hermano. Efectivamente en los bobos de patas azules,
las hembras son mas vulnerables a un esfuerzo materno reducido: las hijas de madres cuyas
plumas de vuelo se acortaron (lo cual disminuye su capacidad de forrajeo) tuvieron un
menor peso y un menor tamaio alar respecto a las hijas de madres control, mientras que en
los hijos no se observo ningun efecto (Velando & Alonso-Alvarez, 2002). El crecimiento
rapido de las hembras podria estar limitando la cantidad de recursos destinados al sistema
inmune y en los machos, quienes crecen mas lentamente, no se observen diferencias en la

RIC debido a que no hay un “trade-off” entre crecimiento acelerado y sistema inmune.
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Respuesta inmune celular, condicidén corporal e inversidon materna de hembras de 3-8 afios

de edad

Contrario a las predicciones, el orden de eclosion (y estatus en la nidada natal) de hembras
de 3-8 afios no se relaciond con su RIC o su condicidn corporal afios mas tarde, ni con la
condicién corporal o RIC de sus crias a los 5 y 20 dias de edad. Similarmente, Drummond
et al. (2003) no encontraron diferencias entre primeras y segundas crias en aspectos de la
historia de vida como el éxito reproductivo durante los primeros 5 o 10 afos de vida. Los
resultados negativos del presente estudio implican que ni el agonismo, la inanicidn, el
pobre crecimiento de las segundas crias o el crecimiento compensatorio que ocurre entre la
semana 3 y 10 perjudican la RIC, la condicién corporal o la inversion materna durante los

primeros 8 afos de la vida adulta.

A la fecha, no hay reportes en la literatura de ningin trabajo en el que se haya
relacionado la experiencia social en el nido u orden de eclosién con la RIC cuando adulto o
con efectos inter-generacionales en la RIC. Sin embargo, en el pinzén cebra (Taeniopygia
guttata) hay evidencia experimental de efectos inter-generacionales de la experiencia natal
de la madre: crecer en una nidada grande (presumiblemente recibiendo menos alimento en
consecuencia) tiene un impacto negativo en el tamafio en la adultez y en el éxito

reproductivo de la progenie (Naguib et al., 2006).

Una posible explicacion a la falta de diferencias en RIC y condicion corporal entre
primeras y segundas crias del bobo de patas azules durante la vida adulta, encontradas en
este estudio, es que la mortalidad diferencial de segundas crias durante la infancia haya

eliminado de la muestra a los individuos menos viables y vigorosos. Otra explicacion es
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que la seleccion natural favorezca a las crias capaces de superar las condiciones adversas
experimentadas en la infancia cuando ocupan segundo lugar en la nidada; es decir, que las
crias de este bobo no son perjudicadas a largo plazo por la adversidad asociada a la

subordinacidn temprana porque su ontogénesis amortigua contra dicha adversidad.

Cabe notar que la mayoria de los estudios que observan efectos a largo plazo de
condiciones adversas experimentadas durante el desarrollo temprano (revisados en:
Metcalfe & Monaghan, 2001) han sido realizados en condiciones controladas de laboratorio
o experimentales de campo en las que someten a los individuos a situaciones extremas que
probablemente no experimentan en su vida silvestre. En contraste, el presente estudio es
descriptivo y fue realizado en condiciones naturales, por lo que analiz6 los efectos a largo

plazo sobre los cuales la seleccion natural ha tenido oportunidad de actuar.

En general, los resultados de este estudio apuntan a que no hay diferencias a largo plazo
en la condicion corporal o RIC como resultado del estrés agonistico y nutricional asociado
a la subordinaciéon o la dominancia en el bobo de patas azules. Sin embargo, existe la
posibilidad de que dichos resultados se deban a limitantes metodologicas. La prueba de
fitohemaglutinina que se utilizé es una técnica que mide sélo el aspecto celular del sistema
inmune de un individuo y es posible que los efectos de la experiencia temprana de la
competencia entre hermanos se vean reflejados en otros aspectos del sistema inmune que

no fueron evaluados en el presente estudio.
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Figura 12. RIC segun el orden de eclosion de crias a los 5 y 20 dias de edad: (a) macho (e)
y (b) hembra (0).
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APENDICE 11

Extraccion de ADN

Para cada muestra de 200 pl de sangre se agregan 20 pul de la solucion de proteinasa K y 400 pl de solucion de
lisis, se mezcla bien por medio de un vortex y se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
coloca la columna selectiva de ADN gendmico dentro del tubo colector y se transfiere la muestra a la
columna. Se centrifuga por 1 min a 11,000 g, se deshecha lo que queda en el tubo colector, se afiaden 500 pl
de la solucion de lisis a la columna y se centrifuga de nuevo por 1 min a 11,000 g. Se deshecha lo que queda
en el tubo colector, se afiaden 500 pl de buffer de lavado a la columna, se centrifuga por 3 mina 11, 000 gy
se deshecha nuevamente lo que queda en el tubo colector. Por tltimo se transfiere la columna a un tubo
nuevo, se agregan 200 pul o 100 pl de buffer de elusion precalentado a 70°C (para aumentar concentracion
final de ADN), se incuba la columna por un minuto a temperatura ambiente y se centrifuga a 11,000 g por 1

min para recuperar el ADN gendmico.

Amplificacién y Electroforesis

Se toman 2 pl de la dilucion obtenida en la extraccion de ADN y se afiaden a cada muestra: 1 pl de buffer
(10X), 0.8 ul de MgCl, (50mM), 0.2 pl de dNTPs (10mM), 1 ul de primer 2550F (10 pmol, GTT ACT GAT
TCG TCT ACG AGA), 1 ul del primer 2718 R (10pmol, ATT GAA ATG ATC CAG TGC TTG), 0.1 pl de
taq (100U/ pl) y 13.9 pul de agua destilada. Para amplificar los genes CHD-W y CHD-Z (Griffiths et al.,
1998), se realiza un PCR (por sus siglas en inglés, Polimerase Chain Reaction). Cada reaccion inicia a 94°C

durante 1 min 30s, seguida de 30 ciclos de 30s a 94°C, 45 s a 42°C, y termina con un ciclo de 5 min a 72°C.

El ADN amplificado se tifie con 2 pl de azul de bromo-fenol y para separar las bandas de ADN se realiza
una electroforesis con un gel de agarosa al 2% a temperatura ambiente durante 30 min a 120V utilizando
como buffer de corrida TBE 0.5x. (0.5x: 0.045 mol/L Tris/borate, 0.002 mL EDTA). El gel se tifie en Br-Et
(0.01%) durante 5 min y las bandas se identifican bajo luz UV. El sexo de los individuos se determina en base
al patron de bandas de ADN en el gel: una banda tnica indica que se trata de un macho y dos bandas indican

que se trata de una hembra (Griffiths et al., 1998).
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APENDICE 11T

En ésta seccion se reporta el resumen de los modelos finales de cada analisis realizado. No se reportan los

modelos en el que el modelo minimo adecuado fue el nulo.

Modelo final: Condicion Corporal en Crias de 5 dias de edad
Condicion Corporal ~ Fecha de Eclosion

Valor Error Std. GL  valor-t  valor-p
(Intercepto) 1945.24 687.55 39 2.84 0.01
Fecha de Eclosion ~ -0.05 0.018 13 -2.84 0.01

Modelo final: Condicion Corporal en Crias de 20 dias de edad
Condicion Corporal ~ Orden de Eclosion + Edad exacta + Sexo + Orden de Eclosion:Sexo
Valor Error Std. GL valor-t valor-p

(Intercepto) -9.72 1.49 60 -6.52 0.00
Orden Eclosion[Primera] 0.44 0.29 16 1.52 0.15
Orden Eclosion[Segunda] -0.28 0.31 16 -0.91 0.37
Edad Exacta 0.47 0.07 16 6.61 0.00
Sexo[Hembra] 0.87 0.34 16 2.54 0.02
Orden Eclosion[Primera]:Sexo[Hembra] -1.28 0.42 16 -3.01 0.01
Orden Eclosion[Segunda]:Sexo[Hembra]  -1.29 0.44 16 -2.92 0.01

Modelo final: Condiciéon Corporal en Crias de 20 dias de edad HEMBRAS
Condicion Corporal ~ Orden de Eclosion + Edad exacta
Valor Error Std. GL valor-t valor-p

(Intercepto) -7.92 2.79 31 -2.83 0.01
Orden Eclosion[Primera] -1.03 0.46 3 -2.25 0.11
Orden Eclosion[Segunda] -1.09 0.46 3 -2.35 0.10
Edad Exacta 0.42 0.14 3 3.07 0.05

Modelo final: RIC en Crias de 5 dias de edad
RIC ~ Edad Madre + Condicion Corporal Cria
Valor Error Std. GL  valor-t valor-p

(Intercepto) 1.61 0.27 38 5.89 0.00
Edad Madre -0.09 0.04 38 -2.26 0.03
Condicion Corporal 0.16 0.06 13 2.66 0.02

Modelo final: RIC en Crias de 20 dias de edad
RIC ~ Orden de Eclosion + Sexo + Orden de Eclosion:Sexo
Valor Error Std. GL valor-t valor-p

(Intercepto) 1.45 0.14 60 10.50 0.00
Orden de Eclosion[Primera] -0.09 0.20 17 -0.47 0.64
Orden de Eclosion[Segunda] 0.21 0.22 17 0.96 0.35
Sexo[Hembra] -0.23 0.22 17 -1.02 0.32
Orden Eclosion[Primera]:Sexo[Hembra]  0.48 0.30 17 1.59 0.13
Orden Eclosion[Segunda]:Sexo[Hembra] -0.28 0.32 17 -0.87 0.40

Modelo final: RIC en Crias de 20 dias de edad HEMBRAS
RIC ~ Orden de Eclosion
Valor Error Std. GL valor-t valor-p

(Intercepto) 1.23 0.15 31 8.26 0.00
Orden de Eclosion[Primera] 0.56 0.19 4 2.94 0.04
Orden de Eclosion[Segunda] -0.29 0.19 4 -1.50 0.21
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Modelo final: RIC en hembras de 3-8 afios
RIC ~ Fecha de puesta

Valor  Error Std. wvalor-t p
(Intercepto) -527.5 192.6 -2.74 0.01
Fecha de puesta 0.01 0.004 2.75 0.01
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