UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE ECOLOGIA
Biologia evolutiva

EFECTO DE LA EDAD DE LOS PADRES SOBRE LA
RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA A
GARRAPATAS (ACARI: IXODIDA: ARGASIDAE) DE
CRIAS DE BOBO DE PATAS AZULES (SULA
NEBOUXII)

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
ALDO VELA GUTIERREZ

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS:
DR. HUGH DRUMMOND DUREY
INSTITUTO DE ECOLOGIA
COMITE TUTOR:

DR. ISAAC GONZALEZ SANTOYO
FACULTAD DE PSICOLOGIA

DRA. MARIA DEL CARMEN GUZMAN CORNEJO
FACULTAD DE CIENCIAS

CD. MX. FEBRERO, 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE ECOLOGIA
Biologia evolutiva

EFECTO DE LA EDAD DE LOS PADRES SOBRE LA
RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA A
GARRAPATAS (ACARI: IXODIDA: ARGASIDAE) DE
CRIAS DE BOBO DE PATAS AZULES (SULA
NEBOUXII)

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
ALDO VELA GUTIERREZ

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS:
DR. HUGH DRUMMOND DUREY
INSTITUTO DE ECOLOGIA
COMITE TUTOR:

DR. ISAAC GONZALEZ SANTOYO
FACULTAD DE PSICOLOGIA

DRA. MARIA DEL CARMEN GUZMAN CORNEJO
FACULTAD DE CIENCIAS

MEXICO, CD. MX. FEBRERO, 2020



PEOSGRANADQ

POSU(IW% " '

IE N € 1 A

® BIOLOGICAS ®

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICA
ENTIDAD INSTITUTO DE ECOLOGIA
OFICIO CPCB/094/2020

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence

Directora General de Administracion Escolar, UNAM

Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Subcomité de Biologia Experimental y
Biomedicina del Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 11 de noviembre de 2019se aprobo
el siguiente jurado para el examen de grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de
conocimiento de (Biologia Evolutiva.) del estudiante VELA GUTIERREZ ALDO con nimero de cuenta
517007727 con la tesis titulada “EFECTO DE LA EDAD DE LO PADRES SOBRE LA RESPUESTA
INMUNE ADAPTATIVA A GARRAPATAS (Acari:Ixodida:Argasidae) DE CRIAS DE BOBO DE PATAS
AZULES (Sula nebouxii)”,, realizada bajo la direccion del DR. HUGH DRUMMOND DUREY, quedando

integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. CARLOS RAFAEL CORDERO MACEDO

Vocal: DR. RAUL CUEVA DEL CASTILLO MENDOZA
Secretario: DR. ISAAC GONZALEZ SANTOYO

Suplente: DR. GARY GARCIA ESPINOSA

Suplente: M EN C. ALEJANDRA GUTIERREZ ESTRADA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 27 de enero de 2020

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA COORDINACION

c. ¢. p. Expediente del alumno

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIDAD DE POSGRADO

Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX

Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/




Agradecimientos institucionales

Agradezco al posgrado en Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Autonoma de México
por proporcionar los fundamentos de mi desarrollo como profesional y mi formacion cientifica.

A Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), agradezco el apoyo financiero otorgado
en forma de beca de maestria del 1 de agosto de 2016 al 31 de julio de 2018 (No. De becario
607883).

A NATGEO por el apoyo econémico (nimero de apoyo 9974-16) que permitié llevar a cabo este
proyecto.

Al Dr. Hugh Drummond Durey agradezco su infinita paciencia y apoyo en mi formacion
académica.

A mi comité tutor, Dra. Maria del Carmen Guzman y Dr. Isaac Santoyo, por las aportaciones hechas
durante las juntas de trabajo y tutérales.



Agradecimientos personales

Agradezco a mis padres Alberto y Marcela, por todo el apoyo que me han brindado a lo largo de
tantos afios, sobre todo a mi madre, por ser el pilar que ha sostenido a esta familia desde que tengo
memoria.

A mi hermana Aida y mi cufiado Edgar, agradezco el siempre estar a mi lado y ayudarme a entender
que la vida es mejor en compafiia de quien te quiere.

A Nenay Tere, mis tias adoradas, por siempre creer en mi 'y apoyarme a lo largo del camino.

A mi tutor Hugh Drummond, agradezco la paciencia que ha tenido para conmigo, gracias por haber
entendido y respetado el tiempo que he dedicado a situaciones familiares en estos afios.

A los veterinarios de la UAM Xochimilco; Osvaldo, Emilio, Claudia y Nora, por apoyar con todo
su conocimiento a mi formacion y ser piezas claves de este proyecto. Gracias por ser seres humanos
de una calidad extraordinaria.

Quisiera dedicarle un agradecimiento especial a Santiago, por su amistad y gran apoyo a nivel
académico, sin el cual este trabajo no hubiera sido posible. Es un verdadero honor aprender de
alguien tan joven y talentoso.

A la Facultad de Psicologia y al Instituto de Investigaciones de la UNAM, por permitirme el uso de
sus instalaciones para llevar a cabo las pruebas moleculares.

Alejandra y José Alberto, por ayudarme en la transicion de biélogo de campo a bi6logo de
laboratorio, ademas de haber disefiado la estandarizacién de la técnica de ELISA.

Al Dr. Carlos Rafael Cordero Macedo, el Dr. Raul Cueva del Castillo Mendoza, el Dr. Isaac
Gonzéles Santoyo, al Dr. Gary Garcia Espinosa y a la M. en C. Alejandra Gutiérrez Estrada como
miembros de mi jurado de examen.

A los comparieros y excomparfieros del laboratorio de conducta animal; Oscar, Lynna, Cristina,
Laura, Santiago, Veronica, llse, Dante, Pablo, Yoli y Victor por todos sus consejos tanto en lo
académico como en lo personal.

Por Gltimo, pero no menos importante, quisiera agradecer a Jessica por centrarme en la vida y
ensefiarme que sin importar las dificultades la vida es bella si estas con la persona indicada.



indice

RESUMEN ..ot 1
INtrodUCCION ..., 3
I ANLICUBIPOS ..oeeitit i e e 6
1 17T) Y 8
PrediCCion ........oui i 8
IMELOAOS .. ee et 8
I Intercambios ........couiiiinii i 8
I MUESHIeo de SANGIC ....vovviriietitent et eit et eiteteeaneeneenaans 9
I1l.  Cuantificacion de IgY ......coiiiiiiii e, 10
IV.  Analisis estadiStiCoS .......ooviiiiiiiiii i 10
RESUITAOS ... e 12
DASCUSION ...ttt 15
Bibliografia .......c.ouii 17
APENAICES L. ot 25
APENAICES 2. et 26
APENAICES 3. 27

APENAICES ..o, 28



Resumen

En animales de vida larga, es de esperarse que el costo de la reproduccion y el éxito reproductivo
varien con la edad, generando compromisos en la distribucion de recursos finitos entre funciones
somaéticas y funciones reproductivas. Como resultado de estas disyuntivas se han reportado dos
tipos de efectos de la edad de los padres sobre la descendencia; a) negativos, debido al deterioro
celular y del ADN germinal; y b) positivos, debido a que solo los mejores fenotipos llegan a la
vejez dentro de una poblacion. Sin embargo, el estudio de estos efectos se ha visto sesgado por la
dificultad de muestrear a traves de un rango completo de edades en animales de vida libre. Ademas,
aungue es muy poco explorado, es posible que las crias no estén afectadas solamente por la edad de
cada progenitor por separado, sino a la interaccion entre las edades de ambos. Por ejemplo, dos
estudios previos en el bobo de patas azules han reportado que en las crias aumenta la viabilidad y
disminuye la abundancia de garrapatas entre mas difiere la edad entre los padres. Elementos de la
respuesta inmune adaptativa como las inmunoglobulinas tipo Y (IgY) podrian ser un indicador para
los efectos de la edad parental sobre las crias. Los IgY se transfieren por la madre a través de la
yema'y se ha visto que protegen a la cria durante sus primeros dias de vida. Ademas, algunos
estudios sugieren que la transferencia materna de anticuerpos se regula por la edad y condicion
bioldgica de la hembra, asi como la de su pareja. En esta tesis, hice un estudio para detectar si en las
crias de bobo de patas azules existen efectos de la diferencia de edad de los padres sobre el titulo de
IgY en las crias. Para responder a esto se us6 como poblacion de estudio la colonia de bobos de la
Isla Isabel, Nayarit. Se establecieron nidos experimentales mediante el intercambio reciproco de
puestas con padres de diferentes combinaciones de edades con la finalidad de distinguir los efectos
del contenido del huevo de los efectos del cuidado parental, lo cual también difiere dependiendo de
la edad de los progenitores. Se tomé sangre de las crias experimentales a los 20, 35 y 50 dias de
edad, y se calculd el titulo de IgY a través del método de ELISA. Se analizé si existian efectos de la
diferencia de edad de los padres sobre el nivel de anticuerpos mediante modelos lineales mixtos
(LMM, por sus siglas en inglés). No se encontro efectos de la diferencia de edades ni de padres
bioldgicos ni de los adoptivos sobre el titulo de 1gY. No obstante, se vio un efecto de la edad de la
cria sobre los IgY; a medida que la cria crece, el nivel de anticuerpos desciende. También, se
detect6 un efecto de la interaccion de la edad de la madre bioldgica con la edad de la cria sobre el
titulo de anticuerpos; en las crias de madres jovenes la concentracion de 1gY disminuyd ligeramente
con la edad de la cria, mientras en las crias de madres viejas el descenso en el titulo de anticuerpos
fue significativamente mas marcado. Los resultados parecen indicar que en los bobos los efectos de
las combinaciones de edad de los padres sobre la viabilidad de crias no se deben a efectos sobre la
respuesta inmunitaria por IgY, al menos entre los 20 y 50 dias de edad de las crias. Sin embargo, los
resultados sugieren que si existen efectos maternos sobre la respuesta inmunitaria de los bobos.



Abstract

In long-lived animals, it is expected that the cost of reproduction and reproductive success vary with
age, generating trade-offs in the distribution of resources between somatic functions, reproductive
functions. As a result of these trade-offs, two types of effects of parental age on offspring have been
reported; a) negative, due to cellular and germ DNA damage; and b) positive, because within a
population only high-quality phenotypes reach old age. However, the study of these effects in wild
animals has been biased by the difficulty of sampling across the full age range of the study species.
Furthermore, while it has not well explored, it is possible that the effects on offspring are due not
only to effects of each parent’s age alone, but the interaction between the two parents’ ages. For
example, in the blue-footed booby previous studies have shown that offspring viability increases,
and the abundance of ticks decreases with increasing age difference between the chicks’ parents.
Elements of the adaptive immune response such as type Y immunoglobulins (IgY) could be an
indicator of the effects of parental age on chicks. IgY are transferred by the mother through the yolk
and have been shown to protect the young during its first days of life. In addition, studies suggest
that maternal transfer of antibodies is regulated by the age and biological condition of the mother, as
well as those of her partner. In this thesis, | carried out a study to detect if the difference in parental
ages affects the IgY titer of the offspring using the blue-footed booby colony on Isabel Island,
Nayarit, as the study population. Experimental nests were made by reciprocal exchange of clutches
between sets of parents of different age combinations, in order to distinguish between the effects of
egg contents (biological parents) and effects of parental care (adoptive parents). Blood was taken
from the experimental offspring at 20, 35 and 50 days of age, and the IgY titer was calculated
through the ELISA method. Linear mixed models (LMM) were used to analyze whether there were
effects of the parents' age difference on chicks’ antibody levels. There were no apparent effects of
the age difference among the biological or adoptive parents on the IgY titer. However, there was an
effect of chick age on IgY:; as chicks aged, the level of antibodies dropped. There was also an effect
of the interaction of the biological mother's age with the age of the chick on the antibody titer;
among chicks of young biological mothers, IgY decreased slightly with the age of the offspring,
while among chicks of old mothers, the decrease in antibody titer with chick age was significantly
more pronounced. These results show that in blue-footed boobies, the previously demonstrated
positive effects of increasing age difference between parents on the viability of the offspring are not
due to the IgY immune response, at least between 20 and 50 days of age. However, they do suggest
that there is an effect of maternal age on booby chicks’ immune response.



Introduccion

Durante la vida de un individuo, el costo de la reproduccion y el esfuerzo reproductivo varia con la
edad, moldeando las historias de vida y la dindmica poblacional de los animales (Nussey et al.,
2007; Lemaitre et al., 2015; Zhang et al., 2015). La teoria de historias de vida establece que los
individuos deben distribuir estratégicamente los recursos adquiridos entre funciones somaticas
como el crecimiento, mantenimiento, reproduccion, y supervivencia (Stearns, 1992), generando
disyuntivas de historia de vida (Ratikainen y Kokko, 2010). Ademas, en animales de vida larga
generalmente el desempefio en la reproduccion aumenta durante los primeros afios de vida, a
medida que el individuo madura y adquiere experiencia (Limmer and Becker, 2009). No obstante,
existe un decremento en el desempefio reproductivo asociado a la vejez debido al deterioro celular
por la senescencia. A mayor edad la calidad del ADN de la linea germinal del individuo disminuye,
lo que podria hacer a las crias mas propensas a mutaciones potencialmente deletéreas (Aitken et al.,
2014). Sin embargo, en algunas poblaciones silvestres se ha observado que sélo ciertos fenotipos
llegan a la vejez, lo que parece estar generando un efecto positivo de la edad del progenitor sobre la
calidad genética de la decendencia (Manning, 1985).

Estos dos efectos — negativos y positivos — dominan los estudios sobre como la edad del progenitor
afecta a la descendencia. Sin embargo, en su mayoria los efectos de la edad avanzada del progenitor
sobre la progenie en los diferentes taxa son negativos. En algunos invertebrados se ha relacionado la
edad avanzada de los padres con un menor éxito de eclosion de huevos, una reduccién en la
condicion corporal de las crias y en su sobrevivencia (Price and Hansen, 1998; Jones, Balmford and
Quinnell, 2000). En mamiferos disminuye la supervivencia juvenil, el aprendizaje y la capacidad
motora de las crias (Garcia-Palomares et al., 2009); En aves como la golondrina comdn (Hirundo
rustica) y el bobo de patas azules (Sula nebouxii) afecta la calidad del huevo, asi como el
crecimiento y el proceso inflamatorio de la respuesta inmune en las crias (Saino, Ambrosini, et al.,
2002; Beamonte-Barrientos et al., 2010). No obstante, los efectos negativos de la edad podrian
compensarse a través de ajustes estratégicos en la inversion reproductiva o de la eleccion de pareja
(Paitz et al., 2007; Johnson and Gemmell, 2012). Se ha visto tanto en gorriones como en los bobos
que las hembras aumentan la inversién en el huevo (nutrientes y cuidado) si la condicion bioldgica
de su pareja es buena, aunque este efecto es aln poco explorado (Saino, Ferrari, et al., 2002;

Velando, Beamonte-Barrientos and Torres, 2006; Dentressangle, Boeck and Torres, 2008).



El conocimiento de efectos de la edad parental sobre la calidad de la descendencia se ha
obstaculizado por dos sesgos generalizados en la literatura (ver Drummond and Rodriguez, 2015).
En primer lugar, en animales de vida libre es dificil muestrear el rango completo de edades, por lo
gue frecuentemente se confunde entre la edad media y la vejez de los individuos. En segundo lugar,
hacen falta estudios sobre los efectos de la interaccidon de edades del padre y de la madre sobre las
crias (Price and Hansen, 1998; Jones, Balmford and Quinnell, 2000; Drummond and Rodriguez,
2015).

Drummond y Rodriguez (2015) investigaron la interaccion de las edades de los progenitores sobre
la calidad de la descendencia usando datos a largo plazo de una poblacion del bobo de patas azules
(Sula nebouxii). Al analizar la viabilidad de 3,361 crias con padres de hasta 21 afios, descubrieron
que las crias con ambos progenitores viejos (> 13 afios) 0 ambos progenitores jovenes (< 4 afios)
tienen menor probabilidad de convertirse en adultos reproductores que las crias con un progenitor
viejo y otro joven. Especularon que: (1) los pollos cuyos padres pertenecen a dos cohortes distantes,
sometidas a diferentes presiones selectivas y durante diferentes periodos de tiempo, suelen ser
individuos con mayor heterocigocidad, o con genes de mejor calidad, o (2) el cuidado parental
podria variar de manera compleja con las edades de los dos padres.

Un segundo estudio realizado en la misma colonia de bobos de patas azules, demostrd que los
pollos con un progenitor viejo (> 13 afios) y uno joven (< 4 afios) tenian una menor abundancia de
garrapatas y mejor condicién corporal que las crias cuyos padres fueron de edades similares (Ramos
and Drummond 2017). Ambos rasgos podrian estar mediados por la inversion parental diferencial o
la calidad genética de las crias, y verse reflejado en la eficiencia inmunoldgica de los pollos.
Ademas, la variacion en viabilidad de volantones descrita por Drummond y Rodriguez (2015)
podria estar mediada por el dafio infligido a los pollos por los parasitos o los costos a largo plazo de

una baja inmunocompetencia que podria persistir hasta la edad adulta.

El bobo de patas azules, es un ave marina de vida larga (puede vivir més de 20 afios), mondgama,
filopétrica, cuyas crias empluman alrededor del dia 90 de vida y se reclutan como reproductores
activos de la colonia entre los 2 y 6 afios de vida (Nelson, 1978). Estos aspectos de la biologia del
bobo, asi como la alta densidad de sus colonias lo hacen hospederos idoneos para ectoparasitos
hematdfagos (Choe, 2019). De hecho muchas especies de garrapatas han adaptado sus ciclos de
vida a las temporadas de reproduccion de aves marinas (Fig. 1; Dietrich, Gbmez-Diaz and McCoy,
2011). Las garrapatas pueden reducir la sobrevivencia y el éxito reproductivo de las aves al

alimentarse de su sangre e inyectar a través de la saliva factores toxicos e inmunomoduladores



(Dusbéabek, Uhlir and Borsky, 1994; Wikel and Bergman, 1997), ademas de ser vectores de
patogenos (Dietrich et al., 2011). Por ejemplo, en la saliva de las garrapatas se han reportado
elementos proteicos y no proteicos moduladores de la respuesta inmune como la sialostanina LYy la
prostaglandina E,, ademas de toxinas como TSGP2 y TSGP4 que afectan el sistema cardiovascular
del hospedero (Sa-Nunes et al., 2007; Horka et al., 2012). También pueden tener efectos negativos
en el crecimiento y desarrollo de los polluelos, debido al compromiso entre el costo bioldgico de la
respuesta inmune y el desarrollo somatico (Morbey, 1996).
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Fig. 1. Tomado de Dietrich et al., 2011. Caracteristicas generales de la interaccion entre las aves marinas y las garrapatas.
Cabe aclarar que el tiempo y duracién de los diferentes periodos en los ciclos de vida varian con las especies. (1) Las
garrapatas sin engordar buscan a su anfitrion. (2) Periodo de parasitismo sobre las aves marinas (El periodo de

alimentacién puede durar varios dias). (3) La garrapata plétora se cae del hospedero. (4) La garrapata entra en hibernacion
en el area alrededor del habitat.

En las aves la respuesta inmune a garrapatas incluye elementos tanto de la respuesta innata asi como
de la adquirida (Wikel and Bergman, 1997). Ante la picadura de una garrapata la respuesta inmune
innata es la encargada de realizar el proceso inflamatorio y la colonizacion de células de respuesta

(fagocitos y granulocitos) en la zona afectada (Schat, Kaspers and Kaiser, 2014). Los fagocitos no



solo se encargan de eliminar patégenos, sino también de la presentacion de los linfocitos con los
patégenos para crear la memoria inmunitaria (respuesta adaptativa; Schat et al., 2014). Al generarse
la memoria inmunitaria, la defensa contra infestaciones subsecuentes se hace mas eficiente,
disminuyendo la magnitud de la infestacion y el costo biologico de la respuesta inmune (Staszewski
et al., 2007). Por ejemplo, Dusbabek et al. (1994) realizaron tres infestaciones controladas de larvas
de garrapata en gallinas (Gallus gallus domesticus), reportando un aumento de 74.6% en la cantidad
de larvas que fallaron en adherirse al ave en la segunda infestacion y 75.9% en la tercera. También
encontraron un incremento en la cantidad de linfocitos y granulocitos en la sangre periférica a las

picaduras, ademas de anticuerpos especificos a una proteina propia de las larvas.
Anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son glucoproteinas que se encuentran de forma soluble en
la sangre u otros fluidos corporales de los vertebrados. Estas son el componente del sistema de
respuesta adaptativo, ya que neutralizan patégenos (Boulinier and Staszewski, 2014; Schat et al.,
2014). Las inmunoglobulinas del tipo “Y” o “IgY” son el tipo de anticuerpo circulante méas comun
en aves (Davison, Kaspers and Schat, 2014), y se les denomina como anticuerpos maternos al ser
transmitidos a las crias a través de la yemay al protegerlas durante los primeros dias de vida
(Nemeth et al., 2008; Boulinier and Staszewski, 2014). Los anticuerpos maternos son
fundamentales, no so6lo para defender la cria contra enfermedades, sino también para evitar los altos
costos biolégicos de montar una respuesta inmune (Lobato et al., 2012; Boulinier and Staszewski,
2014; Davison et al., 2014).

Durante los primeros dias de vida, el sistema inmune de las crias no es completamente funcional,
por lo que depende en gran medida de los elementos de proteccion que los padres puedan aportar
(Schat et al., 2014). Los anticuerpos maternos protegen a la cria de manera pasiva (i.e. cuando un
anticuerpo formado en un individuo es pasado a otro individuo en riesgo de una infeccion),
haciéndola resistente a la enfermedad por virus o bacterias que hubiera contraido la madre (Lemke,
Coutinho and Lange, 2004; Reid, Roberts and MacDuff, 2011; Schat, Kaspers and Kaiser, 2014).
En las aves, la mayor concentracion de IgY maternos se observa después de la eclosion y disminuye
paulatinamente con la edad de los pollos (Hasselquist and Nilsson, 2009; Counihan et al., 2015).
Diversos estudios sugieren que los anticuerpos transmitidos por la yema generan un efecto de
blogueo sobre la respuesta inmune adaptativa de las crias, pues la sintesis de los IgY propios
comienza hasta que los anticuerpos maternos decaen (Garnier et al., 2012; Boulinier and

Staszewski, 2014; Murai et al., 2016). Por ejemplo, en el pato de collar (Anas platyrhynchos), los



anticuerpos maternos descienden a partir del dia 5 de vida y alcanzan su nivel minimo alrededor del
dia 14, y a partir del dia 20 de edad, los niveles de IgY propios de la cria incrementan (Liu and
Higgins, 1990).

En las crias de especies modelo como gallinas y codornices (Coturnix coturnix), los IgY maternos
decaen pocos dias después de la eclosion (Garnier et al., 2012). Sin embargo, en aves marinas se
reportan disminuciones de estos anticuerpos a aproximadamente la mitad del periodo de
crecimiento (Gasparini et al., 2001; Hasselquist and Nilsson, 2009). En la gaviota tridactila (Rissa
tridactyla), que empluma a los 35 dias, los IgY maternos disminuyen al dia 15 de edad (Moreno,
2003; Staszewski et al., 2007; Garnier et al., 2012) y en la pardela atlantica (Calonectris borealis),
con tiempo de emplumado de 90 dias, los anticuerpos maternos descienden entre los 30 y 40 dias de
edad (Garnier et al., 2012). Esta variacion en la respuesta inmune podria ser moldeada por
conductas que incrementan la exposicion a patdgenos y ectoparasitos como una dieta omnivora, el
gregarismo o incluso la esperanza de vida (Promislow and Harvey, 1990; Sheldon and Verhulst,
1996; Lee et al., 2008).

Por otro lado, la respuesta inmune de las crias puede variar en funcion del cuidado que reciben de
los progenitores durante la incubacion del huevo o el periodo de crianza (Ardia, Pérez and
Clotfelter, 2010; Davison, Kaspers and Schat, 2014). Cuando se manipul6 experimentalmente la
temperatura del nido del pato Arcoiris (Aix sponsa), las crias incubadas a menor temperatura tenian
una menor respuesta inflamatoria y un menor titulo de anticuerpos durante un reto inmune (Durant
et al., 2012). Similarmente, en otras aves se ha observado que la disponibilidad de alimento en los
alrededores del nido, asi como la cantidad y calidad de la alimentacion que los padre brindan,
modifican la respuesta inmune de las crias (Alonso-Alvarez and Tella, 2011; Hasselquist and
Nilsson, 2012)

En el presente estudio se busca detectar si existen efectos de las diferentes combinaciones de edades
parentales del bobo de patas azules sobre la respuesta inmune adaptativa en las crias. Esta especie es
socialmente mondgama, con cuidado biparental extenso, y las crias estan expuestas a ectoparasitos
vectores de enfermedades, como las garrapatas, por largos periodos de tiempo (Nelson, 1978;
Ramos and Drummond, 2018). Los posibles efectos de la edad de los padres sobre la respuesta
inmune adaptativa en las crias de bobo podrian deberse a mecanismos generales en los animales,
pasando inadvertidos por la falta de estudios a través de la combinacién de edades parentales
(Drummond and Rodriguez, 2015).



Este estudio es parte de un experimento en el que se intercambiaron puestas entre parejas con
diferentes combinaciones de edades para discernir si la alta calidad de las crias con un padre viejo y
otro joven se debe al contenido del huevo (incluyendo principalmente anticuerpos, nutrientes y
genes), o al cuidado parental (incluyendo principalmente incubacion y alimentacién). En otros
componentes (en proceso) se evaluaron los efectos de las combinaciones de edades, a través de los
huevos o el cuidado parental, sobre la eclosion de las crias y su tamafio, su crecimiento y sus

telomeros.

Hipotesis

Se proponen dos hipétesis no mutuamente excluyentes:
Las crias con un padre viejo y un padre joven son mas viables porque (H1) sus madres les aportan

mas anticuerpos en el huevo o (H2) los padres aportan mas o mejor cuidado parental.
Predicciones

Al intercambiar puestas entre nidos con dos padres jovenes y nidos con un padre joven y un padre
viejo, ademas entre dos nidos con padres jovenes, H1 predice que la respuesta inmune de las crias
aumentara con la diferencia de edad entre los padres bioldgicos y H2 predice que la respuesta

inmune de las crias aumentara con la diferencia de edad entre los padres adoptivos.
Métodos

Intercambio de puestas

El experimento se llevé a cabo en la colonia anillada de bobos de patas azules en Isla Isabel,
México, en la que se ha realizado un monitoreo a largo plazo de aves anilladas al emplumar desde
1989. Mediante una revision periddica realizada cada tercer dia, se identificaron los nidos donde los
progenitores tuvieron las edades deseadas para el estudio experimental. Durante los meses de
febrero a junio del 2017 se realizaron intercambios reciprocos de puestas de parejas compuestas por
aves jovenes (<9 afios) y aves viejas (>13 afios). Se marcaron los huevos con carboncillo para
dibujo (Koh I Noor) o plumén no toxico (Koh I Noor) de acuerdo con su nido natal y orden de
puesta determinado mediante el método de flotacién (Hays and LeCroy, 1971). Realizando
intercambios reciprocos de puestas en 3 tipos de pares de parejas se generaron 4 tratamientos
experimentales y un tratamiento control resumidos en la Tabla 1. Se realizaron 90 intercambios
reciprocos, obteniendo 180 nidos control y experimentales, de los cuales se perdieron 129 nidos

debido a la depredacion de gaviotas pardas (Larus heermanni) sobre los huevos y de culebras falso



coralillo (Lampropeltis polyzona) sobre las crias. Los 51 nidos sobrevivientes brindaron una
muestra de 62 crias que llegaron a un minimo de 20 dias de edad y sobrevivieron hasta cumplir los
50 dias; repartidas entre los cuatro tratamientos de esta manera: T1, 8; T2, 8; T3, 8; T4, 10; Control,
28. Todas las puestas fueron inspeccionadas cada tres dias durante la incubacion y el empollamiento
hasta que las crias alcanzaron 70 dias de edad. Mediante un analisis de regresién de riesgos
proporcionales de Cox se determiné gue ningdn tratamiento tuvo un efecto significativo sobre la

mortalidad de las crias (p = 0.28; Apéndice 1).

Tabla 1. Intercambios reciprocos entre parejas con diferentes combinaciones de edades.

Pares de parejas N Tratamientos
MIHV | > MI+H) 55 T2y T4
MV+HJ | € MI+H) 55 T1yT3
MJ+HJ \ & MI+HI 70 Control

N = ndmero de intercambios realizados. MJ= Macho Joven. MVV=Macho Viejo. HJ=Hembra Joven. HV=Hembra Vieja.

Muestreo de sangre

Se realizaron tres colectas de 0.5 - 1 mililitros de sangre a cada cria a los 20, 35y 50 dias de edad,
siguiendo los protocolos modificados de Conway (2006) y Healing et al. (2006). Cada muestra la
tomé mediante la venopuncion en la vena braquial o tibial, dependiendo de la visibilidad de las
venas. Cologue la sangre en tubos microtainer sin anticoagulante con el separador a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Con el fin de mitigar el estrés en los animales, el tiempo total de
manejo de las aves fue menor a 10 minutos. Con el fin de colaborar con otros proyectos en la
colonia parte de la muestra sanguinea se desting al sexado de las aves. Centrifugué cada muestra a
1400 rpm durante 10 minutos para separar el suero. Una vez centrifugado colecté y almacené el
suero en alicuotas, las cuales se pusieron en nitrdgeno liquido. Para evitar la desnaturalizacién de

los anticuerpos, el manejo de las muestras la realicé en menos de una hora.

La colecta de sangre a los 62 individuos de 20, 35y 50 dias fue de 186 muestras. Sin embargo,
durante el manejo en laboratorio perdi 28 muestras, perteneciente a: el suero a las tres edades para 4
crias, el suero de alguna edad para 14 crias y el suero de 2 edades para 1 cria. La muestra final que
pudo ser analizada fue de 158 viales de suero pertenecientes a 58 crias, incluyendo 5 de T1, 8 de
T2,8de T3, 10 de T4y 27 de Control.



Cuantificacion de IgY

El nivel (titulo) de inmunoglobulinas de la clase IgY, lo realicé utilizando la técnica de
inmunoabsorcién acoplado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) la cual, modifiqué de Wirtz
et al. (1989). Realicé 3 diluciones seriadas 1:1600, 1:3200 y 1:6400 para cada una de las muestras
de suero del bobo. Como control positivo utilicé suero de gallina en una dilucion 1:100. Como
control negativo utilicé suero de ratén a una dilucion de 1:100. El ensayo experimental lo hice por
triplicado colocando 100 ul de cada dilucion (muestras y controles) en una placa (NUNC MaxiSorp
®) para ELISA de 96 pozos. Dejé incubar por una hora a temperatura ambiente y en agitacion.
Transcurrido el tiempo, deseché el sobrenadante y agregué 100 ul de solucién de bloqueo (PBS 1X-
0.05% Tween 20- 2% leche en polvo descremada). Dejé en incubacién por una hora con agitacion y
posteriormente, realicé seis lavados en agitacién con duracion de 5 minutos por lavado
(200ul/pozo), utilizando solucidn de lavado (PBS 1X- 0.05% Tween20). Después de cada lavado,
retiraba el sobrenadante. Al finalizar los lavados, afiadi 100 ul del anticuerpo conjugado goat anti-
bird 1gY-HRP (Bethyl Laboratories-110P) en una dilucion de 1:10,000 en solucion de blogqueo.
Incubé durante una hora a temperatura ambiente con agitacion. Realicé otro ciclo de lavado y se
adicionaron 100 pl de sustrato OPD (solucion amortiguadora de Citrato-Fosfato 0.05M, pH 5 con
OPD a 0.4mg/ml y 40 pl de H202). Por ultimo, incubé la placa en obscuridad por 30 minutos y lei
a 450 nm.

Para transformar los valores cualitativos de la prueba de ELISA a valores cuantitativos (mg/ml)
utilicé la metodologia propuesta por Gutiérrez-Sotelo et al. (En prep; basado en una curva estandar).
Para la transformacidn se requirié de determinar las proteinas totales de cada muestra utilizando el
kit de deteccion de proteinas totales (PIERCE BCA PROTEIN ASSAY KIT-23255).

Andlisis estadisticos

Todos los analisis se realizaron en el ambiente para computacion y graficos estadisticos R (R
Development Core Team, 2018). Todas las variables fueron estandarizadas previo al ajuste de
modelos para minimizar la colinealidad de términos lineales, asi como cuadraticos y para facilitar la
interpretacion de la estimacion de los parametros (Grueber et al., 2011; Cade, 2015). Todos los
modelos se ajustaron con una distribucion de errores Gaussiana y con una funcion de enlace de
identidad. Debido a que la colinealidad alta o incluso moderada puede inflar los errores estandar de
las estimaciones de coeficientes y dificultar la deteccion de efectos genuinos (Zuur, leno and
Elphick, 2010), calculé los factores de inflacion de varianza (VIF, por sus siglas en inglés) para

cada variable contenida en todos los modelos, de tal forma que variables con VIF mayores a 2
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fueron excluidas de los andlisis finales. Tanto la interaccidn entre las edades de los padres
biolégicos como la interaccidn entre las edades de los padres cuidadores tuvieron valores mayores a
2, por lo que utilicé la diferencia de edades (hembra menos macho) para poner a prueba mis

hipétesis.

Para detectar si existe efecto de la diferencia de edades de los padres biolégicos o los padres
adoptivos sobre el titulo de anticuerpos, procedi a construir un modelo basal (c.f. Zuur et al., 2009).
Este modelo incluyo las variables que se conoce que influyen en el desarrollo de las crias de bobos:
la fecha de puesta y el tamafo de nidada (D’Alba and Torres, 2007). Usando el modelo basal como
referencia construi 15 modelos para poner a prueba mis hipotesis, utilizando la identidad de la cria
como efecto aleatorio. Los efectos fijos fueron la expresién lineal y cuadrética tanto de la diferencia
de edades de los padres biol6gicos como de la diferencia de edades de los padres adoptivos, edad
promedio y edad centrada de las crias (centrado intraindividual; van de Pol and Wright, 2009), y el
sexo de la cria. EI método de centrado intraindividual fue implementado ya que permite detectar
tanto diferencias en el titulo de anticuerpos entre crias (edad promedio;x;) como variaciones del
titulo dentro (edad centrada; x;; — ;) de los individuos a traves de las tres edades de muestreo (20,
35y 50 dias). Dado que la diferencia de edad entre padres del bobo de patas azules sobre la
viabilidad de las crias no depende de si el padre més viejo es la hembra o el macho (Drummond and
Rodriguez, 2015), fue necesario incluir la expresidn cuadréatica de la diferencia de edad de padres
para detectar efectos de diferencias positivas (hembra mas vieja que macho) y negativas (macho
mas viejo que hembra) (c.f. Boyko 2008; Tsou, Liu and Hammitt, 2011). Ademas, inclui la
expresion cuadratica de la edad centrada para tomar en cuenta que los titulos de anticuerpos de las
crias suelen aumentar y descender ciclicamente con la edad (Davison, Kaspers and Schat, 2014); el
orden de eclosion para controlar por las diferencias que existen en el desarrollo entre primeros y
segundos huevos/crias (Drummond et al., 1991; Carmona-Isunza, Nufiez-de la Mora and
Drummond, 2013); y el sexo de la cria para detectar diferencias entre macho y hembra (Moreno et
al., 2001).

También puse a prueba 5 interacciones de dos vias: 1) la expresion cuadrética de la diferencia de
edad de los padres bilégicos x la edad centrada de cada cria, 2) la expresion cuadrética de la
diferencia de edad de los padres bioldgicos x la expresion cuadratica de la edad centrada de cada
cria, 3) la expresion cuadrética de la diferencia de edad de padres adoptivos x la edad centrada de
cada cria, 4) la expresion cuadrética de diferencia de edad de los padres adoptivos x la expresion
cuadratica de la edad centrada de cada cria, 5) el sexo de la cria x la edad centrada de cada cria. Las

interacciones 1y 3 fueron incluidas para probar si la variacion intraindividual de anticuerpos a
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través de las edades de la cria aumenta con la diferencia de edad de los padres adoptivos o los
progenitores. Las interacciones 2 y 4 fueron incluidas para probar si el aumento y descenso ciclico
de anticuerpos se acrecent6 con la diferencia de edad de los progenitores o de los padres adoptivos.
Mientras que la interaccion 5 se incluyé para ver si existian diferencias en el titulo de anticuerpos de

las crias dependiendo del sexo.

Seleccién de modelos

Para ambos anélisis clasifiqué los modelos de acuerdo con el criterio de informacién corregido para
muestras pequefias de Akaike’s (AlIC.). Después calculé los pesos de Akaike para estimar el soporte
relativo para cada modelo. Basado en el peso de Akaike seleccioné el modelo con mejor apoyo y

mayor peso de AIC..
Resultados

Ni la diferencia de edades de los padres bioldgicos o la de los padres adoptivos tuvo un efecto sobre
el titulo de anticuerpos (Tabla 3). El titulo de IgY disminuy¢ entre individuos ( = -0.17: Intervalo
de confianza del 95%: -0.32 a -0.01; Fig. 2) y dentro de los individuos a través de las edades de
muestreo (B =-0.31; IC 95%: -0.47 a -0.16; Fig. 2; Tabla. 4).

Tabla 3. Seleccién de modelos.

Modelo  Estructura K logLik  AlICc  4AICc wi
1 BASAL+ WA + BA 7 -102.61 220.03 0 0.69
2 BASAL + SEXO:WA 7 -104.1  223.01 2.98 0.15
3 BASAL + WA2 + WA + BA 8 -103.32 223.68 3.65 0.11
4 BASAL+ AEB2 + AEB + WA + AEB%WA? 9 -103.92 227.16 7.13 0.02
5 BASAL + AEA2 + AEA + WA + BA + AEAZWA 10 -103.59 228.79 8.76 0.01
6 BASAL+ AEA2 + AEA + WA + AEAZWA? 9 -104.83 228.97 8.95 0.01
7 BASAL+ AEB2 + AEB + WA + BA + AEBZWA 10 -1041 229.81 9.79 0.01
8 BASAL 5 -109.93 230.29 10.26 0
9 BASAL+ ESTATUS 6 -110.69 233.98 13.95 0
10 BASAL+ SEXO 6 -111.33 23527 15.24 0
11 BASAL+ AEB? + AEB + AEA? + AEA + WA + BA 11 -106.53 237.01 16.98 0
12 BASAL+ AEB? + AEB 7 -111.48 23777 17.74 0
13 BASAL+ AEA? + AEA 7 -111.76 238.33 1831 0
14 BASAL+ AEB? + AEB + AEA? + AEA + WA+ WA+ BA 12 -107.23 240.78 20.75 0
15 BASAL + AEB? + AEB + AEA? + AEA 9 -113.39 246.09 26.07 0

K es el nimero de pardmetros de los modelos. loglik es el logaritmo natural de la verosimilitud. AlCc criterio de informacion de Akaike
ajustado a muestras pequefias. AAICc diferencias entre la puntuacion de AlCc entre el modelo actual y el modelo con mayor soporte. wi
peso de Akaike acumulativo. BASAL es el modelo base compuesto por la fecha de puesta y la puesta, AEA la diferencia de edad de los

padres adoptivos, AEA? la diferencia de edad de los padres adoptivos cuadratica, AEB la diferencia de edad de los padres bioldgicos,
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AEB? la diferencia de edad de los padres biol6gicos cuadratica, ESTATUS el orden de eclosion, WA es la edad centrada de las crias y

BA la edad promedio de las crias. El modelo con mayor apoyo y un peso acumulativo de Akaike méas cercano a~.95 esta remarcados en
color negro.

[1lgY

20

35 50
Edad de la cria

Fig. 2. Titulo de anticuerpos en funcién de edad de las crias. La linea continua representa el efecto entre los individuos,
ilustrado en las lineas punteadas de 5 crias que se eligieron aleatoriamente.

Tabla 4. Resumen del modelo con mayor apoyo.

Factores Estimado Intervalo de confianza
2.5% 97.5%
Intercepto 0.00 -0.08 0.09
Fecha de puesta -0.02 -0.19 0.14
Puesta -0.06 -0.64 0.52
WA -0.31 -0.47 -0.16
BA -0.17 -0.32 -0.01

WA es la variacion la edad centrada de la cria y BA la edad promedio de las crias.

Para explorar la varianza en el titulo de anticuerpos en las edades centradas de las crias, tomando en
cuenta que los IgY hasta 50 d de edad podrian ser aun las transmitidas por la madre a través de la

yema (Hasselquist and Nilsson, 2009; Garnier et al., 2012), puse a competir el modelo més apoyado
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de los andlisis previos y un segundo modelo que incluia ademas la interaccion entre la edad

centrada de las crias y la edad de la madre biol6gica (Apéndice 3).

Result6 que la edad de la madre biol6gica interactud con la edad de las crias entre 20 y 50 dias
(edad centrada) (B =-0.44; 1C 95%: -0.71 a -0.17). En las crias de madres jovenes, la concentracion
de IgY disminuyé ligeramente con la edad de la cria; mientras en las crias de madres viejas, cuyas
concentraciones eran inicialmente mas altas, la disminucién fue mucho mayor y alcanzé un nivel

mucho mas bajo a los 50 dias de edad (Fig. 3).

[1de IgY

Fig. 3. Efecto de la interaccion de la edad centrada de la cria y la edad de la madre bioldgica sobre el titulo de IgY de las

crias.

14



Discusion

No se encontrd una relacion entre la diferencia de edad de los padres bioldgicos o adoptivos con el
titulo de anticuerpos de la cria a los 20, 35 0 50 dias de edad. Debido a la depredacidn por culebras
y gaviotas, y la perdida de muestras de sangre solo se analizaron 46 crias a 20 dias, 52 crias a 35
dias y 49 crias a 50 dias; estos tamafios de muestra probablemente son inadecuados para revelar
efectos de las combinaciones de edades de los padres. Es posible que la diferencia de edad de los
padres bioldgicos o adoptivos afecta la concentracién de IgY de la cria (recibido de la madre) en los
primeros dias de su vida (antes del dia 20 de vida,), o afecta la generacién propia de anticuerpos en
la cria después del dia 50, pero el IgY no se midid a esas edades. Igualmente, no se puede descartar
que la diferencia de edad de los padres biol6gicos genere un efecto positivo mediante otros
elementos contenidos en el huevo como genes, hormonas, nutrientes, antioxidantes u otras
moléculas del propio sistema inmune (Eising et al., 2001; Gil, 2003; Davison, Kaspers and Schat,
2014; Schat, Kaspers and Kaiser, 2014). No obstante, los resultados parecen indicar que los efectos
de las combinaciones de edad de padres biolégicos o adoptivos sobre la viabilidad de crias
emplumados no se deben a hipotéticos efectos por IgY entre 20 y 50 dias de edad de las crias.

El descenso general del titulo de anticuerpos en bobos del dia 20 al 50 de edad parece coincidir con
la tendencia reportada por Garnier et al., (2012) y Liu & Higgins (1990) en la pardela atlantica
(Calonectris borealis) y en el pato de collar (Anas platyrhynchos), en donde se observo que los
anticuerpos maternos descienden progresivamente durante la primera mitad del periodo de
emplumado. La disminucion en los bobos podria estar dictada no solo por la vida media de los
anticuerpos, sino también por la exposicidn a ectoparasitos durante la estancia en el nido (Morbey,
1996; Davison, Kaspers and Schat, 2014). El descenso de los IgY derivados de la madre podria
acelerarse con la infestacion de garrapatas, la cual alcanza su pico al dia 29 de vida (Ramos and
Drummond, 2017). La tendencia en el descenso de IgY difiri6 entre crias, posiblemente por
diferencias en la infestacion de ectoparéasitos (Moreno et al., 2008; Arriero, Majewska and Martin,
2013). En algunas crias aumento el titulo de IgY, probablemente como consecuencia de la

generacion propia de anticuerpos (Pihlaja, Siitari and Alatalo, 2006).

La interaccidn significativa de la edad de la madre bioldgica y la edad de la cria sugiere que en los
bobos existen efectos maternos sobre la respuesta inmunitaria de la descendencia. En las aves, la
cantidad de anticuerpos transferidos a un huevo esta altamente correlacionada con la cantidad de
anticuerpos circulantes en la madres al momento de la formacion del huevo (Grindstaff, Demas and

Ketterson, 2005; Morales, Sanz and Moreno, 2006), y es de esperarse que la condicién fisiolégica y
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las presiones ambientales a las que las hembras son sometidas modifiquen la cantidad de
anticuerpos transferidos a las crias (Parmentier et al., 2001; Saino, Ambrosini, et al., 2002; Muller
et al., 2004; Grindstaff, Demas and Ketterson, 2005; Abdel-Moneim and Abdel-Gawad, 2006;
Cade, 2015). Estudios han sefialado que, frente a una infestacién de ectoparasitos, y el estado
fisioldgico mermado de una hembra vieja, puede resultar en un aumento en el titulo de anticuerpos
circulantes en sangre (Moreno et al., 2008). Otro factor a considerar es la subalimentacién de las
crias, en pollos de gallinas se ha visto que los individuos que son privados de alimento ven afectada
la respuesta inmune mediada por anticuerpos (Hangalapura et al., 2005). Sin embargo, también se
ha sugerido que la edad avanzada en hembras tenga repercusiones somaticas en las crias, generando
efectos de envejecimiento prematuro en algunas funciones de la respuesta inmune (Boonekamp et
al., 2014; Tissier, Williams and Criscuolo, 2014; Van Den Heuvel, English and Uller, 2016). Se
puede especular que las crias con una madre vieja presenten mas IgY a los 20 dias que las crias de
madres jovenes en “consecuencia de un posible debilitamiento fisiologico de las hembras viejas™; y
que el descenso “grande” en IgY entre 20 y 50 dias de las crias se deba a un agotamiento de
anticuerpos en la posible ausencia de respuesta inmunitaria mas adecuada o un deterioro del estado

fisiologico por subalimentacion.
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Apéndice 1

Para analizar un posible efecto de los tratamientos sobre la supervivencia de las crias

experimentales y control, se realizé un analisis de riesgos proporcionales de Cox. El analisis mostro

gue no existe efecto de los tratamientos sobre la mortalidad de las crias (p = 0.28).

Tabla 3. Modelo de riesgos proporcionales de Cox.

Tratamiento

w N -

4

En donde: HR es el cociente de riesgos instantaneos.

HR

1.291
1.277
1.140
1.368

Intervalo de confianza

2.50%
0.893
0.930
0.785
0.995

97.50%
1.869
1.753
1.654
1.882

0.1747
0.1301
0.4911
0.0536
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Apéndice 2

Tabla 5. Estimados y valores de confianza de la comprobacién del modelo

Factores

Intercepto
Fecha de puesta
Puesta
WAG
CONF

Estimado

0.00
-0.05
-0.01
-0.87
-0.58

Intervalo de confianza

2.5%
-0.08
-0.22
-0.60
-1.40
-1.11

97.5%
0.08
0.12
0.58
-0.35
-0.05

WA es la edad centrada de la edad de la criay CONF la variacion promedio.
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Apéndice 3

Tabla 6. Seleccion de modelos.

Modelo Estructura K LogLik AlCc AAICe wi
1 BASAL+ WA:EMB 8 -100.74 218.50 0.00 0.68
2 BASAL+ WA + BA 7 -102.61 220.00 1.51 0.32

WA es la edad centrada de la edad de la cria, BA la variacién promedio y EMB es la edad de la madre bioldgica.

Tabla 7. Resumen del modelo con mayor apoyo.

Factores Estimado Intervalo de confianza
2.50% 97.50%
Intercepto -0.00 -0.09 0.09
Fecha de puesta -0.04 -0.22 0.14
Puesta -0.02 -0.64 0.68
WA -0.31 -0.44 -0.17
EMB -0.03 -0.22 0.16
WA:EMB -0.44 -0.71 -0.17

WA es la edad centrada de la edad de la criay EMB es la edad de la madre bioldgica.
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Apéndice 4

Tabla 8. Titulo de anticuerpos por cria.

Anillo Nido Estatus Puesta Sexo IgY x Edad (mg/ml)
20 dias 35 dias 50 dias

X995 17-006 1 2 M 0.70 0.39 0.03
Y063 17-018 1 2 F 9.91 0.35 2.72
x996 17-019 2 2 M 6.59 4.67 7.41
X997 17-028 1 2 F 7.44 4.19 0.76
x941 17-065 1 2 M 0.50 0.79 1.62
x942 17-067 1 2 M 7.83 2.04 0.39
X958 17-067 2 2 F 10.90 6.26 0.34
y231 17-115 1 2 M 10.54 0.92 0.50
y304 17-115 2 2 M 4.93 2.63 1.89
X925 17-116 1 2 M 1.12 0.16 1.20
y082 17-119 1 2 F 0.21 1.80 2.23
y005 17-130 1 2 M 5.95 8.44 5.43
y391 17-1307 1 2 M 6.22 0.89 0.40
y064 17-135 1 2 M 10.97 2.56 3.62
y029 17-758 1 2 F 8.40 1.05 2.59
y123 17-808 1 2 F 9.75 5.66 0.02
y246 17-846 1 2 F 2.40 0.30 0.19
y161 17-870 1 2 F 0.60 3.43 2.65
y178 17-870 2 2 F 6.24 4.50 0.15
y266 17-874 1 2 F 1.69 1.77 0.41
y249 17-888 1 2 M 2.94 0.30 1.36
y268 17-888 2 2 F 0.01 6.72 0.67
y335 17-893 2 2 M 7.16 0.55 0.78
y219 17-896 1 2 F 8.06 4.22 2.10
y247 17-901 2 2 F 0.25 0.11 0.09
y269 17-925 1 2 F 2.71 0.22 5.90
y308 17-925 2 2 F 3.38 6.21 4.77
y271 17-927 1 2 F 0.86 1.06 0.33
y251 17-928 1 2 F 0.72 4.88 2.22
y347 17-944 2 2 F 5.21 7.63 0.70
y267 17-966 2 2 M 5.04 2.03 2.04
y101 17-277 1 2 M 2.96 3.15 0.84
y116 17-299 1 2 F 0.94 7.46 0.17
y195 17-418 2 2 F 0.09 13.80 5.98
y223 17-448 2 2 F 2.86 1.09 2.25
y230 17-478 1 2 M 3.23 2.89 3.67
y265 17-483 2 3 M 5.28 2.36 1.22
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