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Resumen

En organismos silvestres los efectos de la edad parental en la calidad de las crias se
desconocen casi por completo. Andlisis de los efectos de las edades parentales en los bobos
patas azules (Sula nebouxii), encontraron que, las crias de dos padres jévenes (<8 afios) o dos
padres viejos (213 afios), presentaron una baja viabilidad (probabilidad de ser adultos
reproductivos), mientras que los volantones de un padre joven y un padre viejo presentaron
una alta viabilidad. Una posible explicacién es que las hembras podrian seleccionar a sus
parejas para incrementar la heterocigosidad (He) de las crias. Con mas de 30 afios de datos
en los bobos de patas azules de Isla Isabel y el método tunable Genotyping by Sequencing
(tGBS) evaluamos si: (i) Con un padre joven y otro viejo, el nivel de heterocigosidad de las
crias es mayor que con dos padres jévenes o dos padres viejos (ii) los padres extra pareja
aumentan la heterocigosidad de las crias y (iii) las crias extra pareja tienen mayor
heterocigosidad que las crias sociales. Contrario a las predicciones, los niveles de
heterocigosidad no aumentaron en las crias de un padre joven y un padre viejo.
Adicionalmente, encontramos una mayor diferencia en la heterocigosidad de los machos
extra-pareja que de los machos sociales cuando se compararon con las hembras de forma
pareada. Y finalmente, un mayor nivel de heterocigosidad en las crias extra-pareja que en
las crias sociales. Los resultados de este estudio muestran por primera vez un efecto de la
paternidad extra pareja en los niveles de heterocigosidad de las crias y sefialan la
importancia de considerar otras explicaciones (e.g. inversién parental, “buenos genes”,
mutaciones no sinénimas) sobre el efecto de la combinacién de edades de los padres en la

viabilidad de las crias.

Palabras clave: Combinacion de edad, paternidad extra-pareja, heterocigosidad, tGBS.



Abstract

In animal species, the effects of parental ages in the offspring quality are almost completely
unknown. Analyses about the effects of parental age in blue-footed booby (Sula nebouxii)
have found that fledglings with two young parents (<8 years) or two old parents (=13 years)
were least likely to become breeders, whereas fledglings with one young parent and one old
parent were most likely to do so. These studies have proposed among other hypotheses,
that females could select their partners to increase offspring heterozygosity. With more than
30 years of data in blue-footed booby (Sula nebouxii) of Isla Isabel, and tunable Genotyping
by Sequencing (tGBS) we tested if: (i) with one young parent and one old parent increase
heterozygosity levels of offspring than with two young parents or two old parents, (ii) the
extra-pair sires increase heterozygosity in their offspring and (iii) extra pair chicks are more
heterozygous than the social chicks. Contrary to predictions, the heterozygosity levels of
chicks did not increased with one young parent and one old parent. Additionally, we found,
a larger difference in heterozygosity when compared to females in extra-pair males than
social males in a pairwise fashion and an increased heterozygosity in extra-pair chicks. Our
findings show for the first time an effect of extra-pair couples on the heterozygosity levels
of fledglings and considered other effects (e.g. parental investment, “good genes”, and
nonsynonymous mutations) about the effects of parental age combinations on viability of

fledglings.

Keywords: age combination, extra-pair paternity, heterozygosity, tGBS.



Introduccion

Se han desarrollado modelos tedricos que sugieren que en especies animales las hembras
deberian de aparearse preferentemente con machos de mayor edad (Kokko, 1997, 1998),
cuya sobrevivencia demuestra que portan genes de alta calidad para heredarlos a su
descendencia (Brooks & Kemp, 2001; Manning, 1985). No obstante, existen también
argumentos que sugieren una asociacion negativa con la edad de la pareja; se ha visto, por
ejemplo, que los gametos de la linea germinal pueden sufrir un deterioro con la edad,
principalmente en los machos, disminuyendo posiblemente el éxito reproductivo e
incurriendo en costos para la progenie, como una mayor probabilidad de presentar defectos
en el nacimiento (Beck & Promislow, 2007; Hamatani et al., 2004; Johnson & Gemmell, 2012;
Preston et al., 2015).

Si bien en muchas especies de animales las hembras suelen optar por aparearse con
machos de mayor edad (Avent, Price, & Wedell, 2008; Thanda et al., 2013; Verspoor, et al.,
2015), las consecuencias adaptativas de dicha preferencia se conocen poco. Por un lado, la
investigacion empirica acerca de los efectos de la edad de los padres sobre la calidad de las
crias se ha enfocado principalmente en la biologia reproductiva de humanos y en unos
cuantos estudios con animales bajo condiciones de laboratorio. Por otra parte, la evidencia
experimental y en algunas especies silvestres, categorizan a los individuos en jovenes o
viejos, ya que desconocen la edad exacta de los padres y las parejas suelen ser analizadas
por separado, sin considerar el efecto de ambos padres. No es de sorprender entonces, que
los efectos adaptativos de las distintas combinaciones de las edades de los padres sean en
gran medida desconocidos.

Estudios sobre los efectos de la edad en en poblaciones silvestres (e.g. mariposas,
peces y tortugas) y de laboratorio (e.g. escarabajos, moscas y ratones) muestran que las
madres viejas suelen producir crias con un mayor de éxito de eclosién (Lind et al., 2015),
mayor tamafio al nacer (Bogdanova et al., 2006, Halle et al., 2015; Kindsvater et al., 2012;
Paitz et al., 2007), una carga parasitaria menor, aunque con una mayor mortalidad en etapas
tempranas (Al-Lawati & Bienefeld, 2009) y un acortamiento en sus ciclos de vida (Ducatez
et al.,, 2012; Lind et al., 2015). Por otro lado, las crias de padres viejos suelen ser mas viables
en estado de huevo (Krishna M, 2012), aunque pueden crecer més lentamente (Ducatez et
al., 2012; Nikola et al., 2004) y presentar capacidades de aprendizaje reducidas (Garcia-
Palomares et al., 2009).



El tinico estudio acerca de los efectos de la edad en una especie de vida silvestre que
ha abarcado el intervalo completo de edades de los dos sexos, realizado en el bobo de patas
azules (Sula nebouxii, familia Sulidae), encontré que la combinacién de las edades parentales
es determinante para la viabilidad de las crias (Drummond & Rodriguez, 2015). En la
poblacién de esta especie en Isla Isabel, Nayarit, las crias de dos padres jéovenes (<8 afios) o
dos padres viejos (213 afios) presentaron una viabilidad baja (i.e. probabilidad de llegar a
ser adultos reproductivos), mientras las crias de un padre joven (hembra o macho) y un
padre viejo, presentaron una viabilidad alta (Drummond & Rodriguez, 2015). En este
estudio se propuso que los mecanismos hipotéticos que podrian explicar dicho patrén eran
las variaciones dependientes de las edades de los padres en: (i) la inversion parental, (ii) la
variacion en la heterocigosidad de las crias (medida de variacion genética, que se obtiene de
la proporcion de genotipos diploides con dos alelos diferentes, Hedrick 2011 p.33) y/ o (iii)
la calidad genética heredada a las crias. De éstos, quizéds el més probable es un mecanismo
genético, dado que las hembras con parejas de edad similar son las que mas crias extra-
pareja produjeron en esta poblacién (Ramos et al., 2014b), indicando que posiblemente
inciden en la infidelidad, para controlar la combinacion de edades de los padres biolégicos
de las crias. Los padres extra-pareja contribuyen genes a la progenie y no aportan cuidado
parental (Drummond & Rodriguez, 2015).

Durante décadas se ha sugerido que, en poblaciones animales, las hembras podrian
estar seleccionando a sus parejas con el fin de aumentar la diversidad genética de la
progenie (Brown, 1997). Crias con alta variabilidad genética suelen presentar una
supervivencia mayor en condiciones de estrés, un mayor tamafio corporal (Forcada &
Hoffman, 2014), una mayor inmunocompetencia, alta resistencia a patégenos (Hawley et al.,
2005), y una mayor probabilidad de reclutarse a la poblacién reproductiva (Hansson &
Westerberg, 2002; Markert et al., 2004). Ademads, en poblaciones que enfrentan numerosas
fluctuaciones ambientales los individuos suelen presentar niveles altos de variabilidad
genética (Ellner & Hairston, 1994).

En las aves insulares, la selecciéon sobre las cohortes suele variar porque las
condiciones ecolégicas cambian drasticamente por fenémenos oceanograficos como el Nifio
(i.e. aguas més célidas, menor productividad primaria). En particular, en el bobo de patas
azules, el régimen alimenticio (e.g. éxito de forrajeo, ingesta de alimentos, suministro a las
crias) y la reproduccion (e.g. reduce el tamafio de puesta, el éxito de eclosién de las crias y

el crecimiento de los polluelos) se impactan severamente (ver Ancona et. al., 2011). Ante este



escenario, podria ser que la heterocigosidad de las crias sea mayor cuando los padres
difieren en edad de manera significativa, debido a que, al provenir de cohortes distintas,
ambos padres han enfrentado diferentes regimenes de seleccion (Drummond & Rodriguez,

2015).

Variacion por conducta extra- pareja

Existe otro factor importante que puede influir en la heterocigosidad de las crias, la conducta
extra-pareja. Aproximadamente el 90% de las aves tienen un sistema de apareamiento
socialmente mondgamo (Lack, 1968), donde una hembra y un macho mantienen un lazo
social durante al menos un evento reproductivo. Por décadas, se supuso que las aves eran
social y genéticamente mondgamas, pero con la aparicién de las herramientas moleculares
que permiten realizar andlisis de paternidad se encontré que, en la mayoria de las aves, es
comun que una o mas crias de un nido, sean hijos de un macho diferente a la pareja social
(Griffith et al., 2002).

Para los machos, obtener paternidad extra conlleva un beneficio adaptativo, ya que
incrementa su ntimero de crias, y pueden obtener mas parejas sexuales, sin necesidad de
realizar un cuidado parental, lo que se conoce como principio de Bateman. Para las hembras,
es menos claro el beneficio adaptativo, ya que estan limitadas al nimero de huevos que
producen (Bateman, 1948). El participar en conductas extra-pareja puede generar altos
costos para ambos sexos, incluyendo: la exposicion a enfermedades y represalias del macho
social al descubrir la “infidelidad” (e.g. agresion, reduccién del cuidado parental e
infanticidio; ver Forstmaier 2014). La aparente paradoja de la infidelidad de las hembras
frente a los elevados costos, despertd gran interés y se publicaron numerosos estudios sobre
la funcion, costos y beneficios de la conducta extra-pareja.

Para las hembras, la infidelidad podria ser un mecanismo para corregir un error en
la seleccion de su pareja social, o una oportunidad para favorecer ciertos rasgos en el padre
genético de los que carece su pareja social. Se han propuesto diversas hipétesis funcionales,
para tratar de explicar la conducta extra-pareja (EP), las cuales pueden englobarse en dos
grupos: (a) las hipétesis de beneficios directos, que proponen que la conducta EP es
adaptativa para que las hembras incrementen su propia supervivencia y/o su éxito

reproductivo, por ejemplo, adquiriendo regalos nupciales o evitando infertilidad, y (b) las



hipétesis de beneficios indirectos, que sugieren que las hembras adquieren beneficios
genéticos para sus crias. Las hipétesis de beneficios indirectos incluyen: (i) “buenos genes”,
donde la contribucién genética del macho extra incrementa la sobrevivencia, el atractivo o
la habilidad competitiva de las crias y (ii) la compatibilidad genética (evasiéon de endogamia),
donde la hembra elige machos con genotipos distintos al suyo (con menor parentesco a ella,
“mas compatibles”) que al combinarse genéticamente, incrementan la heterocigosidad de
las crias (Forstmeier et al., 2014; Kiere et al., 2016; Akcay & Roughgarden, 2007).

Los marcadores moleculares son una buena herramienta para el andlisis de
diversidad genética en las poblaciones. En los bobos de Isla Isabel, las evaluaciones de la
heterocigosidad (con loci de microsatélites), se han abordado solamente en términos de
compatibilidad genética (donde la combinacién de los genotipos materno y paterno
incrementa la variacién genética en las crias), como una posible explicacion para la conducta
extra pareja de las hembras. Sin embargo, hasta ahora, no se ha encontrado un incremento
en la heterocigosidad en las crias (Kiere et al. 2016). Es posible que, para estudios dentro de
una misma poblacion, el efecto de la heterocigosidad deba ser medido con herramientas
moleculares mds sensibles, con un mayor nimero de marcadores en mdltiples loci que
reflejen la heterocigosidad de todo el genoma (Canali et al.2014) o detectando la
heterocigosidad en loci o genes especificos que presenten una cierta funcionalidad
adaptativa (Hansson et al. 2002; Szulkin et al 2009).

Las herramientas de secuenciaciéon de siguiente generacion (SSG), se han utilizado
de manera recurrente para el estudio de procesos evolutivos en aves, incluyendo,
diversidad genética, estructura poblacional y patrones de diversificacion (Toews et al.,
2016). La SSG permite generar millones de secuencias de manera simultdnea, teniendo
acceso a miles de marcadores genéticos polimorficos (e.g SNPs, por sus siglas en inglés
Single Nucleotide Polymorphisms) a un costo relativamente bajo. Una técnica en particular,
Genotyping by Sequencing (GBS), que pertenece a la familia RAD-seq (Restriction Site
Association DNA Sequencing) y cuya caracteristica principal es el uso de enzimas de
restriccion para realizar cortes en sitios sensibles a metilaciéon, permite obtener una
submuestra del genoma. Esta técnica se utiliza principalmente para genomas de gran
tamafio o para organismos no modelo, para los que no se cuenta con un genoma de

referencia secuenciado (Andrews et al., 2016).



Especie de estudio

El bobo de patas azules (Sula nebouxii) puede vivir mas de 20 afios y tiene bajas tasas de
mortalidad. Forman parejas socialmente monégamas, aunque presenta crias extra pareja en
aproximadamente el 11% de los nidos (Ramos et al., 2014a). La etapa reproductiva de
machos y hembras comienza cerca de los cuatro afios; aunque algunos individuos pueden
reproducirse desde los dos afios (Drummond et al., 2003). Anidan muy cerca del sitio donde
nacieron y ponen de uno a tres huevos, en intervalos de cuatro dias, por cada evento
reproductivo (Drummond et al., 1986; Nelson, 1978). Ambos padres realizan el cuidado
parental, desde la incubacién hasta que las crias son independientes. Los bobos alcanzan su
mayor éxito reproductivo a los diez afios; posteriormente comienza la senescencia
reproductiva en ambos sexos, con afectaciones en la linea germinal de los machos (Velando
etal., 2011) y reduccioén en la calidad de los huevos producidos por las hembras (Beamonte-
Barrientos et al., 2010).

La colonia de bobos de patas azules que anida en Isla Isabel se ha monitoreado desde
1989, mediante la observacién y marcaje individual de volantones con anillos metalicos
(Drummond et al., 2003). Actualmente, se conocen datos de historia de vida como edad,
identidad, parentesco e historia reproductiva de aproximadamente el 90% de los individuos

reproductivos de la zona de estudio.



Objetivos

Los objetivos principales de esta tesis fueron evaluar: (i) si existe un efecto de las
combinaciones de edad de los padres de bobos patas azules (Sula nebouxii) en la variabilidad
genética medida como heterocigosidad en sus crias y (ii) si la paternidad extra pareja afecta
los niveles de heterocigosidad de las crias. Con base en informacién de mas de 30 afios de
monitoreo en la poblacién de bobos patas azules de Isla Isabel, combinado con analisis

gendmicos y genéticos, se pusieron a prueba las siguientes hipétesis (H):

H1: Las combinaciones de edades de los padres afectan los niveles de heterocigosidad de
las crias.
Prediccion: Con un padre (hembra o macho) joven y otro viejo, los niveles de heterocigosidad

de las crias serdn mayores que con dos padres jévenes o dos padres viejos.

H2: Las hembras consiguen padres extra para aumentar los niveles de heterocigosidad de
sus crias.

Prediccion 1: Los niveles de heterocigosidad entre macho y hembra es mayor entre una
hembra y su extra-pareja, que entre ella y su pareja social.

Prediccion 2: Los machos extra-pareja tienen niveles de heterocigosidad mayores que los
machos sociales.

Prediccion 3: Las crias extra-pareja tienen mayores niveles de heterocigosidad que sus

medios hermanos no-extra-pareja.



Materiales y métodos

Area de estudio y colecta de sangre

En Isla Isabel, México (21° 52'N, 105° 54' W), durante el 2011, entre los meses de febrero y
mayo (Fig. 1), fueron capturadas 424 familias completas (padres y crias) de bobos de patas
azules. De cada integrante de la familia, se colectaron 75 microlitros (pL) de sangre de la
vena braquial, que se almacené en 1 ml de solucién amortiguadora (1.0 M Tris: 0.5 M EDTA:
5.0 M NaCl: 10% SDS) (ver detalles en Ramos et al., 2014b). Dichas muestras se utilizaron
para evaluar los niveles de heterocigosidad: 1) por combinaciones de edad y 2) en nidadas

con crias extra-pareja.

Figura 1. Foto aérea de Isla Isabel. Localizado frente a Nayarit, es el sitio de reproduccion

de aproximadamente 1 500 -2 000 parejas de bobos patas azules.



Seleccion de muestras

Para determinar los niveles de heterocigosidad (He) de las crias por combinacién de edad,
se ubic6 la identidad y edad de los padres de cada nidada con la base de datos del
Laboratorio de Conducta Animal del Instituto de Ecologia, UNAM. Se seleccionaron
nidadas con padres de edad conocida: jovenes (J < 4 afios,) y viejos (V = 12 afios); y se
evaluaron cuatro diferentes combinaciones de edad: Joven-Joven (Jo/];), Joven-Viejo
(Jo/Vs), Viejo-Joven (Vo/]s) y Viejo-Viejo (Vo/ V;). Posteriormente, se evaluaron los niveles
de He de 28 crias de padres con diferentes combinaciones: Jo/J; (n =7), Jo/ Vs, (n =8), Vo/]s
(n=5)y Vo/V; (n=8).

Se evaluaron 10 nidadas que tuvieran crias extra pareja (con genotipos previamente
identificados con 10 loci de microsatélites, ver Ramos 2011), contrastando los niveles de He
entre la hembra y su pareja social con la He entre la hembra y su extra pareja. Ademas, se
compararon los niveles de He del macho social con el macho EP. Adicionalmente, se
contrastaron los niveles de He de las crias EP con las crias sociales agregando, para este
analisis, 3 nidadas que tuvieran crias sociales y crias EP (en un mismo nido), ya que

solamente 7 de las 10 nidadas presentaban ambas crias.

Genotyping by Sequencing

Para los 114 individuos evaluados, se realiz6 la extraccién de ADN con el kit DNeasy Blood
& Tissue (QIAGEN), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante (APENDICE A).
La integridad y el peso molecular se confirmaron con electroforesis en gel de agarosa. Se
cuantificé la concentracién de ADN con Qubit 3.0 (Qubit-Life Technologies) y se verificé la
pureza con el equipo Nano Drop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).
Finalmente, se homogeneizaron todas las muestras a una concentracion minima de 30 ng/
pL y se enviaron al laboratorio DATA2bio (lowa, USA). Dicho laboratorio, preparé las
librerias gendmicas, genotip6 y realiz6 el ensamblado de Novo y el llamado de los SNPs,
con el método tunable Genotyping by Sequencing (tGBS®) en un secuenciador Ion Proton,

con las enzimas Nspl y BfuCI (APENDICE B).



Diversidad genética y estimacién de niveles de heterocigosidad

Se calcularon diversos estimadores de diversidad genética para los padres y las crias con la
libreria hierfstat (Goudet, 2005), en R v 3.3.2. Estos incluyeron la heterocigosis observada
(Ho), la heterocigosis esperada (Hg) y el indice de fijacién o endogamia (Fis). Adicionalmente,
se realizaron Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés), de
manera exploratoria, para detectar posibles subgrupos dentro de la poblacién utilizando el
paquete SNPRelate (Zheng et al., 2012) mediante R Studio 3.3.2.

Se calcularon los niveles de heterocigosidad para las crias de cada combinacion de
edad y en familias con crias extra-pareja, con ayuda de la libreria hierfstat (Goudet, 2005), en
R Studio 3.3.2. Hierfstat evalta los SNPs de un grupo de individuos y calcula la
heterocigosidad promedio para cada SNP (Excoffier et al. 2006; Helyar et al 2011). La
significancia estadistica fue determinada a partir de pruebas de X2.

En este andlisis se utilizaron 12 918 SNPs; tomando como supuesto de que la
heterocigosidad en un SNP era igual entre los grupos (i.e. heterocigosis del SNP1 Jo/]Jz=
heterocigosis SNP1 Jo/ V), se calcul6 la diferencia en los niveles de heterocigosidad entre
los grupos de individuos y se obtuvieron las frecuencias de heterocigosidad. Finalmente, se
calcul6 la distancia aproximada entre los SNPs (i.e. tamafio de alineamiento/ ntmero total
de SNPs: 420 065111/12 918= 32 517 pares de bases), para determinar si existia dependencia

entre los datos.
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Resultados

Genotyping by Sequencing

Con la secuenciacion tGBS, se generaron 763.5 millones de secuencias procesadas (con un
promedio de 5.9 millones por muestra) y 12 918 SNPs que se utilizaron en las evaluaciones
de diversidad genética y niveles de heterocigosidad por combinacién de edad y en nidadas

con crias extra-pareja.

Diversidad genética y andlisis de heterocigosidad

Los andlisis de diversidad genética de los padres y sus crias mostraron una heterocigosidad
observada (Ho) de 0.28 a 0.31, una heterocigosidad esperada (Hg) de 0.32 y valores de Fis
cercanos a cero (-0.035-0.07; Fig. 2), siendo V2/];, la combinacién con menor endogamia en
padres y volantones. Los anélisis exploratorios con PCA (APENDICE C) no mostraron

subgrupos claramente diferenciados dentro de la poblacién.
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Figura 2. Diversidad genética (SE = Standard error) de los padres (a) y sus volantones (b) en las
diferentes combinaciones de edad: Heterocigosis observada (Hg), Heterocigosis esperada (Hg) e
Indice de Endogamia (Fis).
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Contrario a la prediccion, no se encontré evidencia de una mayor heterocigosidad en las
crias de un padre joven y un padre viejo que en las crias de dos padres jovenes o dos

padres viejos (Cuadro 1, Apéndice D).

Cuadro 1. Frecuencia de SNPs en 28 crias con diferencias en los niveles de heterocigosidad
positivas y negativas entre las combinaciones de edad. EI tamario de muestra se muestra entre
paréntesis.

Frecuencia de

Comparacion de niveles de Sitios Promedio diferencias X P
heterocigosidad en crias de He
pares de adultos totales Positivas Negativas

Crias de:

JoVz (8) 9092 0.28

Volz(3) 8310 0.31

Jola (7) 9 588 0.30

VoVia(8) 9 446 0.29

Comparacion de crias de:

JoVia + Vol vs Jodat VoV 11197 11526 4763 0.2




En las familias con paternidad extra pareja (PEP), la diferencia entre el nivel de
heterocigosidad de una hembra y su macho extra pareja fue mayor que la diferencia entre
la hembra y su macho social (X2 = 11.218, p < 0.001); y los machos EP mostraron mayor
heterocigosidad que los machos sociales (X2 = 30.257, p < 0.001). Finalmente, las crias EP

tuvieron mayor heterocigosidad que las crias sociales (X2 = 4.652, p = 0.031) ver Cuadro 2.

Cuadro 2. Diferencias en los niveles de heterocigosidad en 10 familias con crias extra-pareja y crias
sociales.

Frecuencia de

: : X P
Comparacion: diferencias
Positivas  Negativas
a) Parejas
Hembra +Macho social vs 5320 5366
Hembra + Macho extra-pareja 5169 5712 11.218 <0.001
b) Machos
Macho social vs macho extra-pareja 5029 5596 30.257 <0.001
¢) Crias

Crias sociales vs crias extra-pareja 5473 5701 4.652 0.031




Discusion

En esta tesis exploré si ciertas combinaciones de edades y la paternidad extra-pareja
aumentan la heterocigosidad de las crias. Contrario a la prediccién principales, los niveles
de heterocigosidad de las crias no se incrementan cuando tienen un padre joven y uno viejo.
Adicionalmente, los machos EP tienen mayor heterocigosidad que los machos sociales y
finalmente, las crias EP tienen niveles mas altos de heterocigosidad que las crias sociales.

Los analisis de diversidad genética mostraron una heterocigosidad observada (Ho)
de 0.28 a 0.31, una heterocigosidad esperada (Hg) de 0.32 y valores de Fis bajos (-0.035-0.07).
Esto podria indicar una variabilidad genética alta en la poblacién, comparada con otras
especies de aves como: en Centrovercos urophasianus, He = 0.18-0.30 (Oyler-McCance et.al.,
2015), en Chloephaga rubidiceps, He = 0.16-0.19 (Kopuchian et al., 2016), o Uria lomvia, He= 0.1
(Tigano et al., 2017). Las especies con una alta variabilidad genética pueden tener un menor
riesgo de depresion por endogamia y mayor sobrevivencia al enfrentarse con ambientes
heterogéneos (Ellner & Hairston, 1994).

Los bobos de patas azules, a pesar de ser una especie altamente filopatrica, present6
algunos valores negativos de endogamia (Fis=0.035). Los valores negativos de FIS pueden
ser un reflejo de apareamientos preferenciales entre individuos genéticamente diferentes o
de un posible flujo genético entre las islas. Los analisis de reproduccién intracolonial
sugieren que la fidelidad de los bobos a sus sitios de anidacion no es absoluta (Kim, Torres,
Dominguez, & Drummond, 2007; Taylor, Maclagan, Anderson, & Friesen, 2011); aunque la
dispersion reproductiva entre colonias es poco conocida. Algunos volantones anillados en
Isla Isabel se han detectado anidando en otras islas, a varios cientos de km de su colonia
natal (Espinoza, 2014). Este movimiento de individuos entre islas podria introducir
variabilidad genética a la poblacién ya que un solo individuo por generacién entre colonias
bastaria para homogeneizar las poblaciones e introducir variaciéon genética (Mills &
Allendorf, 1996; Wright, 1931).

Al evaluar las crias de padres con diferentes combinaciones de edad, contrario a las
predicciones, los niveles de heterocigosidad no se incrementaron en las crias de un padre
joven y un padre viejo. Es posible que el efecto predicho en los niveles de heterocigosidad
se refleje s6lo en sitios particulares del genoma (SNPs no sinénimos); o que el incremento

en la viabilidad de las crias al combinarse las edades de los padres, se deba a otros



mecanismos propuestos como la variacién en calidad genética de las crias o por la inversion

parental dependiente de la edad de los padres (Drummond et al. 2015).

Dado el enorme interés que durante décadas se ha generado por las cépulas extra-
pareja y sus beneficios, evalué si la paternidad EP afecta las heterocigosis de las crias,
encontrando que los machos extra pareja tienen mayor heterocigosidad que los machos
sociales y la heterocigosidad de las crias EP es mayor que la de las crias sociales. La
existencia de paternidad EP en otras especies se ha asociado con la amplia variacién en los
rasgos de los machos como la edad, la condicién y la expresiéon de ornamentos (Forstmeier
et al., 2014). En los bobos de patas azules las hembras son mas selectivas con el macho EP
entre mas atractivo sea el macho social (Kiere et al., 2014), posiblemente ganando padres
mas atractivos u obteniendo beneficios indirectos para las crias (apoyando la hipétesis de
“buenos genes”). En Carpodacus mexicanus la respuesta inmune aumenta con la
heterocigosidad (Hawley et al.2005), por lo que es de esperarse que en las crias de bobos
aumente la respuesta inmune cuando tienen niveles de heterocigosidad mayores.

Sin embargo, en las décadas pasadas, se han suscitado numerosos debates sobre el
efecto de la heterocigosidad individual en términos de adecuacién, ya que no existe un
patron claro. Por un lado, se han encontrado efectos positivos de la heterocigosidad con
cantos mas elaborados (mayor atractivo), mayor tamafio corporal o una menor carga
parasitaria, pero en otros estudios no apoyan este patron (Akcay & Roughgarden, 2007).
Estos estudios han sido severamente cuestionados bajo el argumento del tamafio de muestra
o por el bajo nimero de marcadores moleculares utilizados (Kempenaers, 2007). Aunque
este trabajo no evalta correlaciones entre la heterocigosidad y la adecuacién o supervivencia
de los individuos, por primera vez, permite dilucidar con el uso de miles de marcadores
moleculares, un efecto mas claro de la paternidad extra pareja en los niveles de
heterocigosidad de las crias a nivel genoémico.

Los efectos encontrados resaltan la importancia de continuar explorando a los
individuos de esta poblacion para determinar el mecanismo que podria incrementar la
viabilidad de las crias, o examinar si los niveles de heterocigosidad se incrementan en SNPs
especificos del genoma (y no de manera global) para determinar si influyen en la

supervivencia o en la adecuaciéon de los individuos.



Notas éticas

Este estudio fue realizado con el permiso y soporte de las autoridades mexicanas incluidos:
la Secretarfa de Medio Ambiente y Recursos naturales (SEMARNAT) con el permiso
(SGPA/DGVS/08333/10) para colectar muestras de sangre y el Parque Nacional de Isla
Isabel.
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APENDICE A

Protocolo de extraccion DNeasy Blood & Tissue Kit
1. Agregar 100 pL en una columna de ADN mini Spin, 200 pL de Buffer AL, 20 pL de
proteinasa K, 180 pL de PBS, e incubar a 56 °C durante 8 horas.

2. Agregar 200 pL de Buffer AL, 200 pL de Etanol (95%), mezclar en un vortex, y

centrifugar a 8,000 rpm por 1 minuto.

3. Eliminar el sobrenadante, cambiar la columna a un tubo colector nuevo y agregar

500 pL de Buffer AW1, centrifugar durante 1 minuto a 8,000 rpm.

4. Cambiar a un nuevo tubo colector, agregar 500 pL de Buffer AW2 y centrifugar

durante 3 minutos a 14,000 rpm.

5. Transferir la columna a un tubo eppendorf y eluir el DNA con 100 pL de Buffer AE,

incubar 1 min a temperatura ambiente (15-25 °C) y centrifugar 1 minuto a 8,00 rpm.

6. Repetir el paso 5 pero con 50 pL de Buffer AE, para incrementar la cantidad de ADN

colectado.



APENDICE B
Procesamiento de muestras

Se obtuvieron 609 millones de lecturas crudas. Los adaptadores de las secuencias crudas se
removieron con Seqclean (sourceforge.net/ projects/seqclean) en PHYTON. Posteriormente,
las lecturas se sometieron a diversos filtros de calidad: (1) se eliminaron las 3 primeras y
altimas pb, (2) se descartaron las lecturas con <50bp de longitud, (3) solo se conservaron las
lecturas con méas de 15 PHRED score de calidad (<3% tasa de error). Los datos limpios fueron
condensados en clusters con CD-HIT-45, y se corrigieron errores de secuenciacion con el
software Fiona (Schulz et al. 2014). Posteriormente, se elaboré una secuencia consenso de
195.6 Mb con el software diginorm (Brown et al. 2012). Una vez limpiadas las secuencias,
alinearon con la secuencia consenso con el software GSNAP (Wu et al., 2010). Y finalmente,
se realiz6 el llamado de los SNPs con un MAF= 0.08 (Minor Allele Frequency, por sus siglas
en inglés) y un MCR de 50 (Minimum Call Rate, por sus siglas en ingles).



APENDICE C
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Figura 3. Andlisis de componentes principales (a) para las combinaciones de edades de los padres, (b)
para los machos sociales y extra pareja y (c) para las crias sociales y crias extra pareja, sin mostrar en
ninguno de los casos, agrupaciones diferenciadas en los individuos evaluados.



APENDICE D
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Figura 4. Sitios heterocigotos promedio de crias con padres con
diferentes combinaciones de edad (n=12,832 SNPs. IC 95%,).



	Portada 
	Índice
	Resumen
	Texto 
	Discusión
	Literatura Citada

