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RESUMEN

La inversion parental incluye todos los costos de tiempo y/o energia que los
progenitores invierten en maximizar la viabilidad de su descendencia. La magnitud de esta
inversiéon puede variar durante la ontogenia, debido al compromiso entre el valor
reproductivo presente v el valor reproductivo residual. Segun este concepto, los individuos
de mayor edad invertirian mas en reproduccion, ya que la probabilidad de que puedan
realizar nuevos eventos reproductivos es menor, en relacion a individuos mas jévenes. En
el presente estudio, se evalud la relacion la edad (cronologica y bioldgica, basada en el
largo telomérico) y la inversion parental (defensa de territorio y aprovisionamiento) en el

rayadito, Aphrastura spinicauda.

Se encontrd, que los individuos de mayor edad cronoldgica presentan un menor
largo telomérico (Correlacion de Spearman = -0,36; p = 0,016; n=18) y que presentan una
frecuencia de aprovisionamiento menor, es decir invierten menos en aprovisionamiento
(Correlaciéon Spearman = -0,7; p = 0,01; n=12). En cuanto a la inversion en conducta
territorial, se encontré que los rayaditos defienden territorios cercanos a su nido con un
radio de aproximadamente 40 m y no se encontrd asociacion con la edad ni el sexo de los
individuos.

Los hijos de los individuos de mayor edad recibieron alimento con menor frecuencia
y pesan menos que los hijos de padres jovenes, sin embargo no hay relaciéon entre la
frecuencia de aprovisionamiento y peso de los pollos. Por lo que otros factores, como la
calidad de la dieta aprovisionada y/o la calidad del nido construido, podrian jugar un papel

importante durante las primeras semanas del desarrollo del rayadito.
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ABSTRACT

Parental investment includes all costs in time and /or energy that parents invest in
maximizing the viability of their offspring. The magnitude of parental investment during
ontogeny may vary due the trade off between the reproductive value present and the
residual reproductive value. According to this concept, older individuals invest more in
reproduction, since the probability that they can generate new reproductive events
decreases, compared to younger individuals. In the present study, the relationship between
biological age (telomere length) and parental investment (defense of territory and supply)
was evaluated for Aphrastura spinicauda (rayadito). It was found that older individuals
have less telomere length (Spearman = -0.56 correlation; p = 0.016; n = 18), invest less in
provisioning (Spearman correlation = -0, 7; p = 0.01, n = 12) and have a lower frequency
of supply. As for investment in territorial behavior, it was found that 4. spinicauda defend
its nest with a radius of approximately 40 m and this have no association with the age or

sex of individuals.

The brood of older individuals received food less often and weigh less than brood of
young parents, however there is no relationship between the frequency of supply and
weight of chickens. So other factors such as the quality of the diet provisioned and / or the
quality of the nest, could play an important role during the early weeks of development in

A. spinicauda.
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1. INTRODUCCION

La inversion parental es un rasgo de historia de vida, que incluye todos aquellos
costos de tiempo y/o energia que los progenitores invierten en maximizar la viabilidad
de su descendencia (Lack 1968, Trivers 1972, Clutton-Brock & Godfray 1991). Estos
costos, han sido estudiados en conjunto como modelo general (Modelos de inversion
parental, véase Maynard Smith (1977) y Dawkins & Carlisle (1976)) y por separado
como factores que componen la inversion parental. Esta segunda aproximacion ha
generado una gran cantidad de datos empiricos en el campo de la ornitologia. La
inversién parental en las aves se ha estudiado considerando diversos componentes, tales
como: el cortejo y territorialidad durante la formacion de parejas reproductivas (Grinde-
Parker er al. 2013), los costos del cuidado parental asociados a alimentacion (Adler &
Ritchison 2011, Banbura et al. 2001, Breitwish er al. 1986, Mitrus et a/ 2010, Sasva’ri
1986), la construccién y mantencion del nido (Alabrudziniska er al. 2003, Hansell 2000),

entre otros.

La magnitud de la inversién parental varfa tanto a nivel interespecifico como
intraespecifico y depende de diversos factores, por ejemplo: el nimero y tamafio de las
crias (Lack 1968), la latitud (Cody 1966), la disponibilidad de recursos, el tipo de
estrategia reproductiva y la proporcion de sexos de la nidada (Sasva’ri 1986; Goodbred

& Holmes 1996; Wright er al. 1998; Rauter ef al. 2000; Wedell ef al. 20006).



Ademas, en las especies que se reproducen varias veces en su vida (i.e.,
iteroparas), la magnitud de la inversiéon parental puede variar durante la ontogenia,
debido a que existe un punto Optimo entre costo y beneficio por concepto de
reproduccion, de acuerdo al modelo propuesto por Maynard Smith (1978), que es
diferente en cada clase de edad, donde el costo de reproduccion resulta del compromiso
entre el valor reproductivo presente y el valor reproductivo residual (Fisher 1930,
Williams 1966, Steans 1992, Reznick ef al. 2000). Seguin este concepto, los individuos
de mayor edad invierten mds en reproduccién, ya que la probabilidad de que puedan

realizar nuevos eventos reproductivos es menor, en relacion a individuos mas jovenes.

Por su parte, la edad de un individuo puede ser analizada separandola en dos
componentes: 1) la edad cronolégica, que es la cantidad de tiempo que un animal ha
vivido desde su nacimiento y ii) la edad biolégica, que es un indicador del estado
fisiolégico de un individuo, la cual permite inferir el grado de dafio en el organismo
producido por diferentes factores asociados al envejecimiento causado por el desbalance
entre el estrés oxidativo v su propia capacidad de contrarrestarlo. Es decir, la edad
bioldgica es el resultado del dafio oxidativo acumulado durante la vida de un individuo

(Haussmann & Marchetto 2010, Young 2013).

Diversas situaciones ecologicas pueden actuar como agentes estresores,
generando en los individuos cascadas de reacciones fisioldgicas, cuyo eje central es la
produccion de glucocorticoides (Romero 2004). Los glucocorticoides, generan cambios

fisioldgicos en diversos tejidos que le permiten al organismo enfrentar al agente estresor.



Sin embargo, esta respuesta fisioldgica implica un aumento del metabolismo, por ende
un aumento del gasto energético y de la produccién de desechos metabolicos (Romero
2004). Algunos de estos desechos metabdlicos son agentes oxidantes, tienen efectos
negativos sobre las células y se conocen como “especies reactivas del oxigeno”, en
adelante ROS (del inglés Reactive Oxygen Species). El efecto negativo de ROS se
conoce como “estrés oxidativo”, el cual causa dafios a diferentes niveles en los
organismos y, por lo tanto, existen diferentes modos de medirlo. Una forma de medir ¢l
dafio oxidativo que ha sufrido una célula, es evaluar la variacién en el largo de los
fragmentos terminales de los cromosomas, llamados telémeros (Von Zglinicki 2002,

Haussmann & Vleck 2002, Bize ef al. 2009).

Los telomeros son estructuras de nucleoproteinas que se ubican en los extremos de
los cromosomas de las células eucariontes (Blackburn 1991). Consisten en una
secuencia repetida de los nucleotidos (T2AGs)n que es altamente conservada y no
codificante, cuya funcion es proteger al cromosoma de la degradacién, manteniendo la
cstabilidad del genoma (Blackburn 1991). A su vez, la estabilidad de los telomeros
depende del equilibrio entre eventos de dafio y restauracion. El dafio en los telémeros es
causado principalmente por la ineficacia de la polimerasa en el final de la replicacion, el
llamado “problema de la polimerasa” (en inglés: “end replication problem™) (Olovnikov
1973; 1996) y por estrés oxidativo (Von Zglinicki 2002). El estrés oxidativo afecta
especialmente a los telomeros, porque estos contienen una alta proporcion de guanina y
los nucledtidos de guanina son especialmente sensibles a las especies reactivas del

oxigeno (Von Zglinicki 2002, Monaghan 2010, Wang ef al. 2010, Heidinger 2012). Por



otro lado, la restauracion de los teldmeros ocurre principalmente debido a la accion de la
telomerasa, que puede reconstruir vy mantener los telomeros (Greider & Blackburn
1985). Sin embargo, la restauracién de los telomeros por acciéon de la telomerasa no es
suficiente y el resultado es que los telémeros se van acortando cada vez mds en cada

evento de replicacion (Olovnikov 1973; 1996, Lansdorp 2005).

El dafio en los telomeros es acumulativo y por lo tanto, estos se van acortando con
la edad de los organismos (Epel et ai., 2004; Kotrschal et al., 2007). Es decir, el largo
telomérico puede ser usado como un marcador de edad (Haussmann & Vleck 2002;
Haussmann & Mauck 2008; Haussmann & Marchetto 2010). Existen numerosos
articulos que muestran una disminucién del largo telomérico con la edad en diversos
grupos de animales, por ejemplo en roedores (Coviello-McLaughlin & Prowse 1997), en
humanos (Hastie et al. 1990, Zeichner ef al. 1999), en reptiles (Scott ef al. 2006), en
peces (Hatakeyama et a/. 2008) y en aves, tales como Larus fuscus (Foote et al. 2011),
Corvus monedula (Salomons et al 2009), Taeniopygia guftata (Haussmann & Vleck

2002).

Recientemente, el estudio de la dindmica telomérica se ha ido incorporando en
estudios ecoldgicos, debido a su utilidad como marcador de edad y a su relacion con el
dafio oxidativo, que podria reflejar ciertos compromisos entre supervivencia y
reproduccion. Es decir, el acortamiento telomérico podria reflejar el costo de ciertas
acciones que aumentan el dafio oxidativo disminuyendo la esperanza de vida. En este
sentido, varios estudios han evaluado el compromiso entre supervivencia y

reproduccion, midiendo el acortamiento telomérico en relacién con la fecundidad (Jin
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Gao & Munch 2015), el éxito reproductivo (Bauch et al. 2013) y la inversién parental
(Young ef al. 2013). Por ejemplo, Angelier et al. (2013) observaron que en Sefophaga
ruticilla la calidad del habitat afecta el largo telomérico de los individuos y que la
longitud de los telomeros esta asociada a la tasa de retorno al territorio invernal, donde
individuos con teldmeros mas largos presentan una tasa de retorno mas alta, que
aquellos con telémeros mds cortos. En otro estudio, Young ef al. (2013), cuantificaron
el largo telomérico antes y después de una estacion reproductiva en Uria lomvia. Ellos
encontraron que en U. lomvia los telomeros se acortan durante la estacién reproductiva y
este efecto es mayor en las hembras adultas que en los machos adultos. Young et al.
(2013), sugieren que las diferencias observadas entre machos y hembras podrian deberse
a diferencias en inversion parental o este podria ser un carécter seleccionado asociado al
sexo homogamético. Es decir, podrian existir ciertos caracteres que le permiten al sexo
homogamético, el macho en el caso de las aves, enfrentar mejor el dafio oxidativo y el
consecuente proceso de envejecimiento (Young et al. 2013). En otro estudio, realizado
en Sterna hirundo por Bauch et al. (2013), encontraron que independiente de la edad los
individuos con telomeros mads cortos tienen mejor €xito que aquellos con telomeros mas
largos. Aunque los individuos con mayor y menor €xito pierden menos telémeros que
los de éxito intermedio. Los autores sugieren que el éxito reproductivo en S. hirundo se
logra a costa del largo telomérico y que la heterogeneidad individual podria explicar que
individuos con mayor éxito reproductivo tengan una pérdida de largo telomérico menor

que los de éxito intermedio mas cortos.




En el presente estudio, se evalué la relacion entre la edad biologica y la inversion
parental en el rayadito, Aphrastura spinicauda (Figura 1). El rayadito es un paseriforme
insectivoro y monomorfico, perteneciente a la familia Furnariidae (Remsen 2003,
Jaramillo et al. 2005). Es un especialista de bosques que habita en Chile y Argentina. En
Chile, se distribuye desde los bosques relictos del Parque Nacional Fray Jorge (Region
de Coquimbo) hasta los bosques magallanicos de Isla Navarino (Regidon de Magallanes y
de la Antértica chilena), construye sus nidos en las cavidades secundarias de los arboles
y realiza cuidado bi-parental prolongado. Los rayaditos son territoriales durante la
estacion reproductiva, emitiendo diferentes tipos de vocalizaciones en respuesta a la
intrusién territorial (Ippi et al. 2009, 2011). Presenta solo una postura por temporada
reproductiva, con un tamafio de puesta de entre 3 a 6 huevos, que son puestos en dias
alternos e incubados a partir del dia de puesta del ultimo huevo durante 18 dias, lo cual
produce una eclosion sincrénica (véase Moreno et al. 2005). El desarrollo de los pollos
es de tipo altricial, por lo que el periodo de cuidado parental es muy demandante para los
padres. Este periodo dura aproximadamente 22 dias, desde la eclosion hasta que los
pollos dejan el nido, alcanzando una tasa de aprovisionamiento promedio de
aproximadamente 21 visitas hr'!, tanto en machos como en hembras, cuando los pollos
tienen 2 semanas de edad (véase Moreno et al. 2007). Ademas, el rayadito presenta
monogamia social, con una taza de paternidad extra-pareja del 44% (Bargsted 2013,
Castafio-Villa 2015). La magnitud del aprovisionamiento, medida como numero de
visitas con presas al nido, es muy equitativa entre ambos padres (Moreno ef al. 2005,

2007; Castafio-Villa 2015; Espindola-Hernandez 2014), aunque en cuanto a la calidad de



Por otro lado, los recientes estudios de Quirici ef al. (2014, 2016) muestran la
relacion entre el estrés fisiolégico y la dindmica telomérica en el rayadito. Acorde a lo
esperado debido al caracter monomérfico y al cuidado biparental en el rayadito, Quirici
et al. (2014) muestra que no hay diferencias asociadas al sexo de los adultos en cuanto al
estres fisiologico, medido a través de los niveles de cortisol. Ademas, el nivel de cortisol
se correlaciona negativamente con el largo telomérico en los pollos de rayadito, es decir

un alto nivel de cortisol esta asociado a un menor largo telomérico (Quirici ef al. 2016).

Figura 1. El rayadito, Aphrastura spinicauda.



Considerando las caracteristicas mencionadas anteriormente de la especie en
estudio y los antecedentes descritos en otras especies de aves. Especialmente, el cardcter
monomérfico, el cuidado biparental prolongado y la relacion entre estrés fisioldgico y
largo telomérico en el rayadito, este estudio intenta responder tres preguntas: ;El largo
telomérico se relaciona con la edad cronoldgica?, ;Cémo se relacionan la edad
cronologica v la edad biologica? y jla edad cronoldgica y/o biolégica se relacionan con

la inversion parental?

Se proponen las siguientes hipdtesis:

Hipotesis 1: El largo telemérico disminuye por efecto de la edad, por lo tanto se espera

encontrar telomeros mas cortos en los individuos de mayor edad cronologica.

Hipotesis 2: La edad bioldgica afecta la inversion parental en el rayadito Aphrastura
spinicauda, por lo tanto, se espera encontrar una mayor inversion parental
(defensa de territorio y aprovisionamiento) en individuos con mayor edad

biologica.

Hipétesis 3: El esfuerzo durante la estacion reproductiva genera estrés oxidativo y por lo
tanto, acortamiento telomérico. Considerando que la inversion parental es
muy equitativa entre machos y hembras en el rayadito, se espera encontrar que

machos y hembras no presenten diferencias en cuanto al largo telomérico.



Para poner a prueba las hipoétesis enunciadas, se proponen los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar si existen diferencias en la inversion parental (defensa de territorio y
aprovisionamiento) en individuos con diferente edad biologica (largo telomérico), en

una poblacion de rayaditos (Aphrastura spinicauda).

Objetivos especificos

» Determinar el sexo de los individuos, usando técnicas moleculares.

» Determinar la edad biologica de los individuos adultos, mediante el largo
telomérico.

T

» Evaluar dos aspectos de la inversion parental, defensa territorial y

aprovisionamiento del nido.




2. METODOLOGIA

2.1 Poblacion en estudio

Se estudid una poblacién de rayaditos, Aphrastura spinicauda, ubicada en el
extremo sur de su distribucion en Isla Navarino, Puerto Williams (55°04" S, 67°40" O),
en temporada reproductiva durante la primavera del afio 2014. Isla Navarino presenta un
bosque deciduo magallénico continuo, caracterizado por la presencia de lenga
(Nothofagus pumilio) y fiirre (Nothofagus antarctica) (Rozzi et al. 2007). En este sitio
se encuentran instaladas 221 cajas anideras desde el afio 2005, en el bosque secundario
del sector Bahia Robalo y Seno Lauta. Durante el afio 2014, anidaron 27 parejas de
rayaditos en las cajas, de las cuales se incluyen en este estudio un total de 22 individuos
adultos y 43 pollos. No se incluyen todos los adultos, debido a la limitacion practica de

medir territorialidad en terreno, detallada en el punto 3.6.
2.2  Captura y toma de muestras

Todos los animales fueron capturados desde las cajas nido y fueron marcados
con anillos met4licos numerados. Ademas, los adultos fueron marcados con un par de
anillos plasticos de colores, que hacen posible distinguir individualmente a cada uno de
los integrantes de una pareja, durante la observacion a distancia o a través de videos.
Para capturar a los adultos, se instalé una puerta en la entrada de la caja que se cierra
cuando el ave entra en su nido. Esta captura se realizo en el dia 12 del desarrollo de los

10



pollos, debido a que aproximadamente ese dia los pollos alcanzan un peso estable
(Moreno et al. 2005, Espindola-Hernandez 2014) y ademas se ha observado que en esta
etapa, existe una menor probabilidad de que los adultos abandonen el nido luego de ser
capturados  (véase Moreno ef al. 2007). Se registraron las medidas morfométricas
tradicionales de todos los animales (peso, largo de cola, largo total, largo del pico, largo
de ala) vy se extrajo una muestra de sangre punzando la vena braquial con una aguja
hipodérmica y, usando un tubo capilar para micro-hematocrito heparinizado, se
almacend la muestra de sangre en una tarjeta FTA Classic (Whatman®) hasta el

posterior anlisis en el laboratorio.

2.3 Sexado Molecular

El sexado de los individuos se realizé utilizando técnicas moleculares, debido a que los
rayaditos no presentan dimorfismo sexual evidente. Para la extraccion de DNA, se
utilizé el método de extraccion por sales (Aljanabi & Martinez 1997), a partir de las
muestras de sangre desde las tarjetas FTA Classic (Whatman ®). Posteriormente, se
sigui6 el protocolo de sexado para aves propuesto por Fridolffson & Ellegreen (1999),

usado también en rayadito por Moreno ef al. (2007) y Quirici ef al. (2014).

2.4 Largo telomérico

El largo de los telémeros se determin6 usando gPCR, mediante el protocolo validado
para aves por Cawthon (2002) y Criscuolo et al. (2009). La muestra de DNA se obtuvo

del mismo procedimiento descrito para el sexado molecular, a partir de las muestras de

11



sangre almacenadas en las tarjetas FTA Classic (Whatman®). Para la amplificacion, se
siguié el procedimiento descrito por Angelier et al. (2013), usando GAPDH como gen
control (GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) con los partidores
GAPDH-F (5’-TGACCACTGTCCATGCCATCAC-3) y GAPDH-R
(5’TCCAGACGGCAGGTCAGGTC-3") y para telomeros los partidores especificos
para la region telomérica en aves Tellb (5'-
CGGTTTGTTITGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3") y Tel2b  (5'-
GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3"). Para la reaccion de
qPCR se usaron 10ul de Brillant IT SYBER Green qPCR Master Mix (Stratagene, La
Jolla, CA, USA) como fluoréforo, una concentracion de DNA de 4ng, para Tellb y
GAPDH-F una concentracion de 400 nM, para Tel2b y GAPDH-R de 900 nM, en un
volumen final de 20 ul. Los qPCR de telémeros y gen control (GAPDH) se realizaron en
placas independientes en el equipo Step-One™ Real-Time PCR System (Life
Technologies, USA), de acuerdo a las condiciones utilizadas por Quirici ef al. (2016). Se
aceptd una eficacia de 100 + 15 %, calculada con una curva estandar de diluciones
seriadas de 80, 40, 20, 10 y 5 ng ml™". El umbral de amplificacion fue determinada para
cada una de las placas. Las muestras fueron corridas en duplicado y para el calculo del
largo telomérico (estimado como T/S o en inglés T/S ratio) se uso el promedio de las
réplicas. El largo telomérico, como T/S se obtuvo de la formula 284Ct donde ACt = (C

Tel - C; GAPDH).
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2.5 Inversién parental en aprovisionamiento

La frecuencia y composicién de la dieta que los adultos proveen al nido se
determind observando video-grabaciones. Los videos fueron tomados cuando los
polluelos tenian 17 dias de edad, enfocando la camara hacia la entrada de cada caja nido
y registrando durante 200 min. Para observarlos se usé el reproductor de video
SMPlayer© version 0.8.0, que permite controlar la velocidad de reproduccion y detener
la imagen para captar el momento en que los padres llegan con el alimento a la caja,
logrando identificar al individuo a través de su anillo plastico de color y a las presas a
nivel de orden en el caso de los insectos adultos. En el caso de las larvas y las arafias, se
consideraron cada una en un item general, debido a que la observaciéon de videos no

permite identificar a nivel de orden en estos casos.

2.6 Inversion parental en defensa del territorio

La defensa del territorio por nido se evalué usando el protocolo para aves
llamado "mapeo de parcelas" o en inglés "spot mapping" (Odum & Kuenzler 1955,
Ralph ef al. 1996, Wunderle 1994), en el cual durante varios dias un investigador se
acercod a un determinado nido y registré la ubicacion de los integrantes de esa pareja,
cuando estos mostraron alguna conducta territorial. Para ello, el investigador se acerco a
cada nido hasta poder identificar a alguno de los adultos y continu6 observando a ese
individuo y registrando su ubicacion con un GPS durante 2 horas cada dia. Se identifico

a los individuos a través de la combinacién de colores de los anillos plésticos,
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registrando varios puntos cada dia. Luego de cinco dias, se obtuvo un conjunto
coordenadas que permiten generar un poligono del territorio de cada individuo. Para
generar los poligonos y medir el area del territorio de cada pareja se utilizo Google Earth

Pro 7.1.

2.7 Analisis estadistico

Los datos no cumplen con los supuestos de estadistica paramétrica, por lo que en
este estudio se realizaron solo pruebas no paramétricas. Para evaluar posibles diferencias
entre machos y hembras, para cada una de las variables se realizaron pruebas de t con
permutaciones (n° de permutaciones = 9999). Para evaluar las posibles asociaciones
entre las variables estudiadas, se usaron correlaciones de Spearman. Los analisis fueron

realizados en el software PAST (Paleontological statistics) version 3.1.
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3. RESULTADOS

3.1 Anailisis de las variables segin el Sexo.

Las variables no presentan diferencias significativas entre machos y hembras (Tabla
1). Es decir, en cuanto a largo telomérico, frecuencia de aprovisionamiento y variables
asociadas al territorio no hay sesgo segin el sexo de los individuos. Tampoco existe una
correlacion significativa entre machos y hembras para ninguna de las variables medidas
(Test de correlacion de Spearman con valor p > 0.05). Debido a esto, para el resto de los

analisis los individuos fueron analizados como un solo grupo.

Tabla 1. Valores medios de cada variable con su desviacion estandar (DS), para adultos
machos y hembras por separado. La tercera columna de valores muestra el valor de p de
las pruebas de t con permutaciones.

Hembras | Hembras | Machos | Machos

(media) (DS) (media) (DS) p
Largo telomeérico T/S/
Edad cap-recaptura 1,92 3,39 1,21 1,86 0,639
Frecuencia de
Aprovisionamiento/pollo 15,348 5yl 13,713 6,65 0,586
Area de forrajeo (m?) 3239,778 | 2074,41 |2868,889 |1144,99 0,678

Distancia prom. TT-nido (m), 39,801 13,22 42,164 17,45 0,746

n® trinos territoriales 12,889 7.37 15,111 15,11 0,745
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3.2 Relacién entre edad cronoligica y largo telomérico para individuos de edad

conocida.

En la poblacién de Isla Navarino se lograron recapturar 7 individuos de los cuales se
tiene certeza con respecto a su edad, debido a que estos fueron anillados siendo pollos en
temporadas anteriores. El largo telomérico (T/S) y la edad cronolégica no estan
correlacionados significativamente (Correlacion de Spearman = -0,36; p = 0,4), aunque
la pendiente de la linea de tendencia de los datos es negativa (Figura 2). Por otro lado,
la desviacion estandar de los datos de largo telomérico disminuye cuando la edad de los

individuos aumenta (Tabla 2).

Tabla 2. Valores medio del largo telomérico y desviacién estindar (DS) de los
individuos de edad conocida.

3 2 2
0,935 0,537 0,098
0,833 0,711 0,005
1,8
®
1,6
1.4
1,2
L1 ® ®
=08 ;\“‘“\\\;
G,%S " . . “‘Tﬂ’\b‘\ -
0,2 . . e
0 & &
0 1 2 3
EDAD [ANOS)

Figura 2. Largo telomérico (T/S) en funcién de la edad cronologica en individuos de
edad conocida. Se muestra la linea de tendencia del conjunto de datos.
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3.3 Relacién entre edad cronolégica y largo telomérico para todos los

individuos.

Existe una correlacion negativa entre la edad biologica estimada a través del largo
telomérico (T/S) y la edad cronoldgica estimada por el método de captura/recaptura
(Todos los individuos, Correlacion de Spearman = -0,56; p = 0,016; n=18. Machos:
Correlacion de Spearman = -0,82; p = 0,018; n=9. Hembras: Correlacion de Spearman =
-0,29; p = 0,452; n=9). Como muestra la figura 3, los individuos de mayor edad
cronoldgica (Edad minima posible, estimada por método de captura/recaptura) presentan
un menor largo telomérico en ambos sexos, sin embargo la correlacion es
estadisticamente significativa solo en los machos. Ademas, en el grafico de la figura 3
puede verse un grupo de 10 puntos con valor cero en el eje x, que corresponden a los 10
individuos que fueron capturados como adultos por primera vez en el afio 2014, por lo
que no se sabe su edad exacta y que fueron considerados como de un afio de edad, lo

cual corresponde a la edad minima posible.

17



1 & A
]
05
Y *::: -------
_Q 0 ! eI, L LLEETIIT @®-unn...
W e A e o
o s N e g, :
B e
1,5 °
2
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 G,7 0.8 0,9

Edad cap/recaptura (log)

Figura 3. Correlacion entre la edad cronologica estimada por método de
captura/recaptura y la edad biologica estimada a través el largo telomérico para todos los
individuos. Cada triangulo de color rosado representa un individuo hembra. Cada circulo
de color azul representa un individuo macho. Ademas, se¢ muestran las lineas de

tendencia de los datos para Hembras y machos con sus respectivos colores.

3.4 Inversién parental en aprovisionamiento

La tasa de aprovisionamiento promedio fue de 21 visitas hr'! tanto en machos como
en hembras (Tabla 1). Al corregir por el nimero de pollos por pareja resulta una tasa dec
4,5 visitas hr', es decir 4,5 visitas por pollo cada hora. Las larvas corresponden a un
45% de la dieta de los rayaditos, siendo el item mayoritario. La frecuencia promedio de

limpieza del nido (i.e., extraccion de sacos fecales de los pollos) fue de 3 hr!, en ambos

padres.
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Debido a que el método de captura/recaptura entrega una estimacion de la edad
minima de un individuo, para evaluar la relacién entre la edad y la frecuencia de
aprovisionamiento no se incluyeron aquellos individuos capturados por primera vez.
Entonces, considerando solo las recapturas, la frecuencia de aprovisionamiento se
correlaciona significativamente con la edad estimada por método de captura/recaptura
(Correlacion Spearman = -0,7; p = 0,01; n=12). La correlacion es negativa, es decir los
individuos de mayor edad presentan una frecuencia de aprovisionamiento menor
(Figura 4. a). Ademads, al considerar el efecto que pudiera tener la pareja en la conducta
de aprovisionamiento, la relacién también es negativa significativamente (Figura 4.b:

Correlacion Spearman = -0,7; p = 0,003; n=12).

En cuanto a la edad bioldgica, estimada por el largo telomérico, no hay correlacion
significativa con la frecuencia de aprovisionamiento, pero la tendencia es consistente
con el resultado anterior. En este caso, el valor de la correlacion es positivo (Figura 5.a:
Correlacion Spearman = 0,5; p = 0,1; n=12), esto quiere decir que los individuos con
mayor edad bioldgica, que son aquellos que tienen los telémeros mds cortos, presentan
una menor frecuencia de aprovisionamiento. Al igual que para la edad cronologica, al
considerar el efecto que pudiera tener la pareja en el aprovisionamiento, la relacion con
el largo telomérico es también positiva con el aprovisionamiento relativo (Figura 5.b:
Correlacion Spearman = 0,36; p = 0,2; n=12). Ademas, restando el efecto de la edad
cronologica sobre el largo telomérico, la relacidon con el aprovisionamiento también es
positiva y es estadisticamente significativa (Figura 6: Correlacién Spearman = 0,6;

p=0,029; n=12).
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El peso promedio de los pollos se correlaciona con la edad estimada por captura-
recaptura de los padres (Figura 7: Correlacion Spearman = -0,69; p =0,01; n=12).
Aunque, no hay relacion entre la frecuencia de aprovisionamiento y el peso de los pollos
(Figura 8: Correlacién Spearman = -0,01; p = 0,9; n=22). Tampoco, hay correlaciéon
entre la edad la edad estimada por captura-recaptura vy el peso de los adultos
(Correlacion Spearman = -0,16; p = 0,6; n=12), ni entre ¢l peso de los adultos y de los

pollos (Correlacion Spearman = 0.4; p=0,2; n=12).
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Figura 4. Correlacién entre la edad estimada por método de Captura/Recaptura y la
frecuencia de aprovisionamiento de presas al nido. a) Frecuencia absoluta; b) frecuencia
relativa en relacidn con su pareja reproductiva.
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individuos (edad estimada a través del largo telomérico (T/S)), en escala logaritmica. Se
muestra la linea de tendencia del conjunto de datos. a) Frecuencia absoluta;
b) frecuencia relativa en relacion con su pareja reproductiva.
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Figura 8. Peso de los pollos de cada nidada (promedio por nidada) en relacién a la
frecuencia de aprovisionamiento total de presas al nido (Suma del aprovisionamiento
entre el padre y la madre, corregido por tamafio de nidada).

3.5 Inversion parental en defensa del territorio

Los rayaditos, defienden pequefios territorios cercanos a su nido con un radio de
aproximadamente 40 m tanto en machos como en hembras (basado en la distancia
maxima de trino). El 4rea promedio de forrajeo fue de 3054 m* (DS=1636, n=18) y la
distancia méxima de trino territorial (distancia maxima, desde el nido, a la cual se
observd a cada individuo realizar una conducta territorial) fue en promedio de 41 m
(DS=15, n=18). El nimero promedio de trinos territoriales registrados fue de 14

(DS=11, n=18), durante toda la observaciéon. Ninguna de las variables medidas presenta
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diferencias significativas (Test de correlacién de Spearman con valor p > 0.05) entre
machos y hembras (Tabla 1) ni correlacion con la edad biologica (largo telomérico) ni
cronologica (Captura/Recaptura). La figura 9 muestra un ejemplo de los mapas

generados para cada una de las parejas, usando Google Earth Pro 7.1.

Figura 9. Ejemplo de territorios de macho y hembra de una caja-nido. En este caso, sc
observan 2 areas de forrajeo superpuestas, en azul el macho y en rosado la hembra. El simbolo
rojo dentro de los poligonos es el nido. M o F forr: lugar donde forrajea el macho o la hembra

respectivamente. M o H tt: lugar donde se observé al macho o la hembra respectivamente,
realizar alguna conducta territorial.
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4 DISCUSION

4.1 La edad biolégica y la edad cronologica

De acuerdo a los resultados de este estudio, existe una relacién entre la edad
biologica (largo telomérico) y la edad cronologica (captura-recaptura). En el caso de los
individuos de edad conocida (Figura 2), la linea de tendencia con pendiente negativa
muestra la que los individuos de mayor edad cronologica presentan un menor largo
telomérico. Ademas, considerando a todos los individuos en conjunto esta tendencia se
mantuvo y es estadisticamente significativa. Los machos y las hembras adultas por
separado también siguen la misma tendencia, pero el hecho de que es estadisticamente
significativa solo en los machos probablemente se deba al tamafio de muestra y/o a la
desviacion estandar que es un poco mayor en las hembras (ver: Tabla 1 y Figura 3).
Estos resultados son concordantes con otros estudios tanto en aves (véase e.g., Foote ef
al 2011, Solomons ef al 2009, Haussmann & Vleck 2002) como en otras especies (véase
e.g., Hastie ef al. 1990, Coviello-McLaughlin & Prowse 1997, Zeichner ef al. 1999,
Scott et al. 2006, Hatakeyama et al. 2008) y apoyan la hipétesis de que el largo
telemérico disminuye por efecto de la edad, que corresponde a la Hipotesis | de este

estudio.

Una mayor inversion parental, a su vez, constituye uno de los factores que pueden
aumentar el estrés oxidativo (Alonso-Alvarez et al. 2004, Grinde-Parker et al. 2013).
Por lo tanto, en especies en las cuales el cuidado parental es realizado por ambos padres

y que por ende ambos padres presentan niveles similares de inversion, es esperable que
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no se encuentren diferencias en cuanto a los efectos del estrés oxidativo entre machos y
hembras. En este sentido, los resultados fueron de acuerdo a lo esperado, ya que no se
encontraron diferencias entre machos y hembras para ninguna de las variables
consideradas (Tabla 1), lo cual concuerda con otros estudios (véase e.g., Haussmann &
Vleck 2002, Solomons ef al. 2009, Beaulieu ef al. 2011) y permite apoyar la hipotesis
propuesta (Hipotesis 3). En cambio, otros autores han encontrado diferencias en el largo
telomérico segtn el sexo de los individuos en alguna especies de aves marinas como
Macronectes giganteus (Foote et al. 2010), Larus fuscus (Foote et al. 2011), Uria
lomvia (Young 2013), donde las diferencias entre machos y hembras podrian deberse a

la existencia de diferentes roles durante el cuidado parental.

Algunos autores, como por ejemplo Bauch et al. (2013) han mostrado una relacion
entre el éxito durante la estacién reproductiva y el largo telomérico. Bauch ef al. (2013),
muestran en Sterna hirundo, que los individuos con telémeros mas cortos presentan un
mayor €xito durante la estacion reproductiva, se reproducen tempranamente durante la
temporada y ponen mas huevos, que aquellos con telomeros mas largos. Ademads, Bauch
et al. (2013) encontraron que en el grupo de individuos que mostraba el mayor éxito
durante la temporada reproductiva, sus telémeros se acortaban menos que los de éxito
intermedio. Resultados como ese sugieren que la relacion entre dinamica telomérica y
esfuerzo reproductivo puede variar entre individuos. Es decir esos individuos podrian
presentar ciertas caracteristicas metabolicas que le permitan ser mas eficientes en sus
defensas antioxidantes y asi enfrentar mejor el aumento de ROS asociado al aumento en

el esfuerzo reproductivo.
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Entonces, pese a que existe una relacion entre edad bioldgica y cronolégica a nivel
poblacional, resulta dificil pensar en esta relaciéon como una herramienta para determinar
la edad cronolédgica en los individuos (principalmente en trabajo de campo con especies
silvestres). Debido a que la dispersion de los datos, en este y otros trabajos, sugiere la
existencia de diferentes fenotipos que no han sido evaluados, es decir podria existir
heterogeneidad individual en cuanto a la manera en que los individuos manejan el
balance entre estrés oxidativo y defensas antioxidantes. Beaulieu et al (2011),
consideraron este enfoque midiendo el largo telomérico, defensas antioxidantes y costo
de reproduccion en Pygoscelis adeliae. Otros autores, como Grinde-Parker ef al. (2013)
también han considerado el nivel de estrés oxidativo a traves del nivel de ROS en la

sangre, en el Plectrophenax nivalis.

De ahi la importancia de abordar el tema de la edad biologica de manera mas
integral, considerando el hecho de que el dafio oxidativo es el resultado de un balance
entre acciones destructivas y reconstructivas a nivel celular. Es decir, para obtener
resultados concluyentes se requiere mas informacion acerca del metabolismo del estrés y
su relacion con el envejecimiento, usando mayor diversidad de marcadores de edad
ademas del largo telomérico. Otros marcadores de dafio en el DNA, por ejemplo la 8-
hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) y otros marcadores de dafios en otras

macromoléculas.
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4.2 La edad y la inversion parental en aprovisionamiento

Los resultados apoyan la hipétesis de que la edad afecta la inversion parental en el
rayadito. La frecuencia de aprovisionamiento varia de acuerdo a la edad de los padres,
significativamente en la estimacion de edad por captura-recaptura (Figuras 4.a y 4.b) y,
aunque no es significativa estadisticamente, la tendencia de los datos basados en la
estimacion de edad biologica por largo telomérico es consecuente con la estimacion
tradicional (Figuras 5.a y 5.b). De hecho, al estandarizar la edad cronologica en el
andlisis, la frecuencia de aprovisionamiento varia significativamente con el largo
telomérico (Figura 6). Sin embargo, el sentido de esta relacion fue opuesto a lo esperado.
Segtin la prediccion de la segunda hipdtesis propuesta, se esperaba encontrar una mayor
inversion parental en individuos con mayor edad bioldgica, basado en la teoria clasica de
inversion parental y valor reproductivo residual (Fisher 1930, Williams 1966, Steans
1992, Reznick et al. 2000). Sin embargo, los resultados sefialan que los individuos de
mayor edad invierten menos que los adultos més jovenes, basado en la frecuencia de
aprovisionamiento (Figura 4.a: frecuencia absoluta; Figura 4.b: frecuencia relativa en
relacién con su pareja reproductiva). Ademas, se encontrd una correlacién negativa entre
el peso promedio de la nidada y la edad cronolégica de los padres (Figura 7), es decir
los hijos de padres de mayor edad pesan en promedio menos que los hijos de padres

jovenes.

A pesar de que los hijos de los individuos de mayor edad recibieron alimento con

menor frecuencia y pesan menos que los hijos de padres jovenes, no hay relacion entre
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la frecuencia de aprovisionamiento y peso de los pollos (Figura 8). Por lo que no hay
informacion suficiente como para explicar el mecanismo que causa la diferencia de peso

entre nidadas.

En otras especies, la existencia de resultados discordantes con las predicciones de la
teoria de valor reproductivo residual, se ha atribuido principalmente a posibles
compromisos entre los diferentes componentes de la inversion parental (véase e.g.,
Priest 2002, Trumbo 2009). En el caso del rayadito, la calidad de la dieta aprovisionada
y/0 la calidad del nido construido podrian jugar un papel importante, el cual deberia ser

considerado en futuros estudios.

Tanto la magnitud de la frecuencia de aprovisionamiento como el caracter
equitativo del cuidado parental entre machos y hembras, concuerda con estudios previos
en el rayadito (Moreno et al. 2007, Castafio-Villa 2015, Espindola-Hernandez 2014). La
composicién mayoritaria de larvas también habia sido reportada en un estudio anterior
(Espindola-Hernandez 2014), sin embargo en este estudio no fue posible identificar las
presas con la misma precision. Si bien durante la observacion de videos se logrd
identificar algunos lepidopteros y aracnidos, las presas mas pequefias no se pudieron
identificar. Posiblemente, esta dificultad en la observacion de los videos se debid a una
ligera diferencia en el angulo de grabacion, un poco mayor que en aflos anteriores.
Debido a esto, para estudios futuros se recomienda realizar la grabacion con un encuadre
que entregue una vista lateral de la entrada de la caja-nido tal como se muestra en la
figura 9. El uso de una vista lateral (Ver: angulo o en la figura 9), asegura la posibilidad

de observar los anillos de colores en el tarso del ave y la presa que trae a su nido.
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Figura 10. Posicion sugerida de la cAmara con respecto a la caja-nido (encuadre).
El angulo o es menor que el angulo B. El encuadre usando un angulo como a,
permite una mejor vista lateral de la caja y del tarso del ave al entrar en su nido.
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4.3 La edad y la inversion parental en conducta territorial

Los rayaditos, durante el periodo de cuidado parental presentan mayoritariamente
una conducta de defensa de nido, no defensa territorial, ya que defienden el 4rea
cercana a su nido con un radio de aproximadamente 40 m (Figura 9). Las
vocalizaciones territoriales fueron escasas y de frecuencia irregular durante toda la
mafiana (entre las 07:00 y 11:00 h). Ademds, machos y hembras presentan una
conducta muy similar, con una variabilidad muy similar. Es decir, las vocalizaciones o
trinos territoriales, se observaron con muy baja frecuencia y no estuvieron asociados a
un momento puntual del dia, ni al sexo de los individuos. Debido a esto, con los datos
obtenidos en este estudio no es posible evaluar la hipétesis 2 en relacidon con la inversion
parental. Porque la cantidad de conductas territoriales registradas (trino territorial o
agresiones entre individuos) fue muy bajo, no es posible realizar una buena estimacion
de la forma y el tamafio del poligono que describe el territorio de las parejas. Para
aumentar ese numero y poder calcular el area se utilizaron, ademas de los puntos de
datos territoriales, algunos puntos de lugares de forrajeo. Por lo que las dreas medidas
corresponden a las areas de actividad de los individuos de cada pareja, lo cual
corresponde a mas a una estimacion del “ambito de hogar” mas que de “tamafio de

territorio” (ver ejemplo de una de las parejas en la figura 9).
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Dentro de las variables medidas (area de forrajeo, distancia méaxima de trino
territorial y niimero de trinos territoriales), la distancia maxima de trino territorial y el
numero de trinos muestran una amplia variabilidad dentro del grupo estudiado, por lo
que podrian ser mas informativas en relacién a otros aspectos del comportamiento del
rayadito. Por ejemplo, es posible que estas diferencias en cuanto a conducta territorial no
se relacionen con la edad ni el sexo de los individuos, porque pueden estar determinadas
por factores individuales. Es decir, la varianza intraespecifica de la conducta territorial
podria ser parte de la varianza asociada a personalidad animal en el rayadito. Por lo
tanto, en estudios posteriores se sugiere incluir algunas de estas mediciones en los

analisis de personalidad.

Finalmente, para mejorar la estimacion de la conducta territorial en el rayadito se
sugiere aumentar ¢l esfuerzo de muestreo, comenzando las observaciones mas
tempranamente dentro de la estacidén reproductiva y observando un mayor ntimero de
parcjas. Ademas, es importante realizar alguna estimacion de la densidad poblacional de
rayaditos, va que en otras especies se ha demostrado que este factor puede afectar la

conducta territorial (Yoon ef al. 2012).
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5 CONCLUSIONES

El compromiso en la asignacion de recursos a sobrevivencia y reproduccion es
un aspecto fundamental en la comprension de los rasgos de historia de vida de las
especies. El estudio de la variacién en la asignacion de recursos durante la ontogenia,
requiere de mayor evidencia empirica tanto en la manera en que se mide la inversion

de recursos, como en la forma en que estima la edad de los organismos.

En la poblacién de rayaditos en estudio, ninguna de las variables incluidas
presenta sesgos asociados al sexo de los individuos. Se encontré6 una asociacion
negativa entre la edad bioldgica, medida a través del largo telomérico, y la edad
cronolégica, medida por método de captura-recaptura. Se concluye que la edad
biolégica se ve afectada por la edad cronoldgica, pero la amplia dispersion de los datos
sugiere que otros factores asociados al dafio oxidativo deberian ser considerados en

futuros estudios.

Ademds, se encontro una relacion negativa entre la edad y la inversién
parental. Pero, contrario a lo esperado, los individuos de mayor edad cronoldgica
invierten menos que los adultos mas jovenes. Los hijos de los individuos de mayor
edad recibieron alimento con menor frecuencia y pesan menos que los hijos de padres
jovenes, sin embargo no hay relacion entre la frecuencia de aprovisionamiento y peso
de los pollos. Por lo que el mecanismo que explicaria esta diferencia no es claro y no

se puede determinar a partir de estos resultados. Otros factores, como la calidad de la
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dieta aprovisionada y/o la calidad del nido construido, podrian jugar un papel

importante durante las primeras semanas del desarrollo del rayadito.

En cuanto a la conducta territorial, la cuantificacion de trinos territoriales y
conductas agresivas resulta faciles de identificar en terreno. Sin embargo, durante el
periodo de cuidado parental pasan la mayor parte del tiempo aprovisionando el nido y la
magnitud de las conductas territoriales en general se observan en menor proporcion, por
lo que se han obtenido una cantidad insuficiente de datos como para concluir acerca del
posible efecto de la edad sobre esta conducta. Pese a esto, se logrd estimar un radio
territorial de aproximadamente 40 m alrededor del nido. Se recomienda realizar las
mediciones de mapeo territorial mas tempranamente durante la estacion reproductiva y
por mas dias.

Finalmente, el efecto de la edad bioldgica sobre la inversion parental en el rayadito
requiere de un analisis mas amplio, ya que probablemente existen otros factores que

interactuan con los considerados hasta el momento.
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