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RESUMEN

Los mecanismos de formacion de pareja son un tema central de estudio en biologia evolutiva. Los
genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) juegan un papel esencial en la
activacion del sistema inmunoldgico de los vertebrados y, por tanto, podrian desempefiar
funciones importantes durante la formacion de pareja, debido a los beneficios genéticos que puede
conferir a la descendencia. En este estudio, usando como especie modelo el papamoscas cerrojillo
(Ficedula hypoleuca), un pequefio paseriforme migrador, se investigan los patrones de
apareamiento social y en contextos extra pareja (EP) durante dos ciclos de reproduccion
consecutivos (2005 y 2006). El objetivo es testar si la formacion de pareja en ambos contextos
(social y extra pareja) esta basada en la composicion de MHC. Es decir, si los individuos basan
su eleccion en la complementariedad genética de la pareja y/o intentar maximizar la diversidad
genética de la prole emparejandose con machos con gran diversidad genética a nivel de MHC. Si
la paternidad extra pareja es un mecanismo para eludir las restricciones de formacién de la pareja
social, ademas, seria esperable que las preferencias de las parejas sociales y extra pareja difieran.
Para confirmar que el MHC es el rasgo bajo seleccion, independientemente de la composicion
genética general de los individuos, todos los individuos fueron genotipados con microsatélites
supuestamente neutrales, usados como un proxy de la diversidad general a nivel de genoma, y los
patrones de eleccion a nivel de estos marcadores también analizados. Encontramos que,
socialmente, los individuos no se diferenciaron genéticamente de lo esperado por azar en ninguno
de los dos anos estudiados. En contextos EP, los machos extra pareja tuvieron mas diversidad a
nivel de genoma que lo esperado por azar en 2005, al contrario que en el afio 2006, en el que
también se hallé que las parejas fueron mas proximas genéticamente. Nuestros resultados
sugieren, por tanto, que los mecanismos de formacion de pareja son contexto dependiente,
pudiendo variar entre los &mbitos sociales y extra pareja, asi como en funcioén de las condiciones

ecologicas en el momento del emparejamiento.

Palabras clave: complejo principal de histocompatibilidad, seleccion sexual, formacion de pareja,
paternidad extra pareja, contexto-dependiente, complementariedad genética, buenos genes,

heterocigosidad, papamoscas cerrojillo.

ABSTRACT

Mate choice mechanisms are a central topic of study in evolutionary biology. Major

histocompatibility complex (MHC) genes play an essential role in activating the immune system



of vertebrates and, therefore, could play important functions during pair formation due to the
genetic benefits they can confer on offspring. In this study, using the pied flycatcher (Ficedula
hypoleuca), a small migratory passerine, as a model species, the patterns of social mating and
extra-pair (EP) contexts are investigated during two consecutive breeding seasons (2005 and
2006). We aim to test whether pair formation in both contexts (social and extra-pair) is based on
the composition of MHC. That is, if individuals mated based on the genetic complementarity of
the couple or try to maximize the genetic diversity of the offspring by mating with males with
high genetic diversity at the MHC level. If extra-pair paternity is a mechanism for circumventing
social formation constraints, we expect social and extra-pair pairing patterns to differ. To confirm
that MHC is the trait under selection, regardless of the overall genetic composition of individuals,
all individuals were genotyped with supposedly neutral microsatellites, used as a proxy for overall
genome-wide diversity, and choice patterns at these markers were also analyzed. We found that,
socially, individuals did not differ genetically from what was expected by chance in any of the
two years studied. At extrapair contexts, extra-pair males had more diversity at a neutral level
than expected by chance in 2005, unlike in 2006, in which it was also found that the pairs were
more genetically close. Our results suggest, therefore, that pair formation mechanisms are
context-dependent and can vary between social and extrapair settings, as well as depending on

the ecological conditions at the time of pairing.

Keywords: major histocompatibility complex, sexual selection, mate choice, extrapair paternity,

context-dependent, genetic complementarity, good genes, heterozygosity, pied flycatcher.

INTRODUCCION

Los mecanismos de formacioén de pareja son un tema central de estudio en biologia
evolutiva (Milinski et al., 2005; Consuegra & Garcia de Leaniz, 2008; Eizaguirre et al., 2009;
Agbali etal., 2010). A pesar de haber sido investigados durante décadas, aun son objeto de
controversia, principalmente, por las dificultades que conlleva cuantificar costes y beneficios
evolutivos del proceso de formacion de pareja (Prokop et al., 2012; Forstmeier et al., 2014).
Dificultades que son ain mayores debido a la ocurrencia de paternidad extra pareja (EPP, a partir
de ahora) en muchos taxones (Coleman & Jones, 2011; Griffith et al., 2002; Uller & Olsson,
2008). La teoria de la seleccion sexual propone que el éxito reproductivo de los machos se
maximiza apareandose con el numero maximo de hembras posible, mientras que las hembras

deberian seleccionar a parejas que proporcionen los mejores recursos o genes, proporcionando asi



recursos directos o indirectos en la descendencia, respectivamente (Bateman, 1948). No obstante,
la naturaleza de estos beneficios y como pueden mantenerse en la poblacion ain son cuestiones

discutidas (Kempenaers, 2007; Mays et al., 2008; Mays & Hill, 2004).

El complejo principal de histocompatibilidad (por sus siglas en inglés Major
Histocompatibility Complex, MHC de ahora en adelante) (Yamazaki et al., 1976) establece una
parte muy importante del sistema inmune de los vertebrados. Se divide principalmente en dos
grupos de genes, MHC clase 1 y clase II. Los genes de MHC clase I codifican proteinas
intracelulares para alertar al sistema inmune de la presencia de un patdégeno o péptido extrafio en
el interior de la célula. Los genes de MHC clase II presentan estas proteinas a las células T para
desencadenar una respuesta inmune especifica contra patégenos mayoritariamente extracelulares
(Glynn, 1988; Janeway, 2001). Aunque existen genes del MHC en todos los vertebrados y su
estructura molecular se encuentra conservada en mayor o menor medida, el nimero de loci y la
extension del polimorfismo de este pueden variar intra e interespecificamente (Flajnik &
Kasahara, 2001). Hay evidencia de que la composicién de MHC puede evaluarse (in)directamente
mediante rasgos dependientes de la condicion (Jager et al., 2007) o por el olfato (Milinski et al.,
2005). Asi, asumiendo que distintas combinaciones de alelos del MHC conducen a diferencias
en la eficacia bioldgica, seria esperable que los individuos basen su formacion de pareja en la
composicion del MHC con el objetivo de mejorar la eficacia biologica de la descendencia

(Piertney & Oliver, 2006; Sommer, 2005)

Existen varias hipdtesis sobre la formacion de pareja en base a la composicion génetica,
pero las mas aceptadas son la hipétesis de “buenos genes” (Hamilton & Zuk, 1982) y la hipotesis
de compatibilidad (Zeh & Zeh, 1996, 1997). De acuerdo con la hipdtesis de buenos genes, las
hembras podrian obtener ventajas al seleccionar compafieros que presenten alelos especificos o
una diversidad genética (heterocigosidad) elevada. Esta seleccion mejoraria la eficacia biologica
de la descendencia, por ejemplo, al conferir resistencia a un mayor rango de patégenos o mejor
adaptabilidad a condiciones ambientales variables (Byers & Waits, 2006). Por otro lado, la
hipotesis de compatibilidad genética propone que los individuos deberian seleccionar la
composicion génetica de la pareja en funcion de la composicion genética propia (Zeh & Zeh,
1996, 1997; Penn et al., 2002; Agbali et al., 2010). Asi, por ejemplo, las hembras podrian preferir
machos con un nivel intermedio de similitud génetica, en lugar de un nivel maximo o minimo
(Juola & Dearborn, 2012). Ambas hipotesis, que no son mutuamente excluyentes, postulan que la
hembra tiene la capacidad de valorar la calidad genética o compatibilidad de los machos
candidatos, usando posiblemente multiples sefiales. No obstante, estas teorias muestran una
diferencia notable, ya que la hipotesis de buenos genes asume que todas las hembras en la

poblacion mostraran preferencia por los mismos machos, mientras que, segun la hipotesis de la



compatibilidad genética, las preferencias femeninas seran contingentes a su propio genotipo (Zeh

& Zeh, 1996).

El avance de las técnicas moleculares ha ampliado la comprension del rol de los genes
del MHC en la seleccion de la pareja (Baratti et al., 2012; Huchard et al., 2013; Rekdal et al.,
2019) Algunos estudios han asociado la formacion de pareja con alelos del MHC especificos
(Griggio et al., 2011), con la diversidad del MHC del macho (Richardson et al., 2005), con la
similitud genética de la pareja (Forsberg et al., 2007; Schwensow et al., 2008; Eizaguirre et al.,
2009; Juola & Dearborn, 2012; Bichet et al., 2014), o no encontraron evidencia de formacién de
pareja basada en MHC (Westerdahl, 2004). Sin embargo, el impacto de este sistema en la
seleccion sexual no se encuentra claramente definido, especialmente en taxones como los
paseriformes, donde el MHC a menudo exhibe duplicaciones de genes y pseudogenes.
Adicionalmente, la existencia de EPP en las aves en general y paseriformes en particular (Griffith
et al., 2002), si bien proporciona una buena oportunidad para examinar los beneficios genéticos
de la formacion de pareja, también le afiade complejidad a este panorama. La existencia de
paternidad con parejas distintas a la pareja social (parejas extra-pareja, EP, de ahora en adelante)
puede constituir una estrategia para eludir las limitaciones de la formacion inicial de la pareja y
mejorar la calidad genética de la descendencia (Akcay & Roughgarden, 2007; Forstmeier et al.,
2014), de modo que los patrones de formacion de EP podria solapar o ser diferente de los patrones
de formacion de pareja social. Por ejemplo, el MHC podria mediar la eleccion de individuos con
los que tener EPP, pero no la eleccion de pareja social. No obstante, el papel del MHC en la
ocurrencia de EPP ha sido escasamente investigada (Bichet et al., 2014; Gohli et al., 2013; Juola
& Dearborn, 2012; Richardson et al., 2005), por lo que la funcion evolutiva del sistema en la
formacion de pareja aun estd lejos de ser totalmente entendida. Ademas, la mayoria de los
estudios han investigado el MHC a nivel de alelos (revisado en Bernatchez & Landry, 2003) y
estos pueden no ser tan buenos indicadores de la capacidad de los individuos para hacer frente a
multiples patogenos. Esto es porque la diversidad funcional tanto dentro de los loci (grado de
heterocigosidad) como entre los loci puede jugar un papel significativo en la respuesta inmune
(Schwensow et al., 2019). Asi, un enfoque mas eficiente para estudiar las consecuencias de la
diversidad del MHC en la respuesta inmune es la agrupacion de alelos en supertipos en base a su
similitud (Naugler & Liwski, 2008) y considerar estos supertipos como la unidad de seleccion

(Sette & Sidney, 1998; Reche & Reinherz, 2007).

En este estudio se investigan los patrones de apareamiento social y extra pareja durante
dos ciclos de reproduccion consecutivos (2005 y 2006) con el objetivo de testar si la formacion
de pareja en dichos contextos esta basada en la composicion de MHC. Para ello, se usa como
especie de estudio el papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca, Pallas 1764), un paseriforme

migrador transahariano de pequefio tamafo. La existencia de EPP es comun en la especie, con
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porcentajes de crias extra pareja que varian entre el 4 al 24% en las poblaciones europeas (Ratti
et al., 2001) y, que se encuentran en torno al 20% en la poblacion de estudio (Canal et al., 2012).
Asi, el papamoscas cerrojillo se erige como una especie idonea para explorar los mecanismos
subyacentes en la formacion de pareja. En concreto, predijimos i) una formacioén de pareja no
aleatoria basada en la composicion MHC de los individuos en contextos sociales y/o EP. ii)
Socialmente, las hembras podrian basar su eleccion en la complementariedad genética de la pareja
o intentar maximizar la diversidad genética de la prole emparejandose con machos con gran
diversidad genética a nivel de MHC. iii) Si la paternidad EP es un mecanismo para eludir las
restricciones de eleccion social, esperamos que las preferencias de pareja sociales y EP difieran.
Para confirmar que el MHC es el rasgo bajo seleccion, independientemente de la composicion
genética general de los individuos, todos los individuos fueron genotipados con microsatélites
supuestamente neutrales (usados como un proxy de la diversidad general a nivel de genoma) y

los patrones de eleccion a nivel de estos marcadores también analizados.

MATERIALES Y METODOS

Especie de estudio y trabajo de campo

El papamoscas cerrojillo es una especie que exhibe dimorfismo sexual en la época de cria,
cuando el macho presenta un plumaje negro y blanco, que tras la muda otofal pasa a ser marrén
similar a las hembras. Ambos sexos tienen distintivas manchas blancas en la cola y las alas
(Lundberg & Alatalo, 1992). Realiza la invernada en la zona subtropical del oeste de Africa, y en
los periodos reproductivos se establece en Europa occidental, oriental y suroeste de Siberia,
predominantemente en bosques himedos de robles y coniferas donde es muy frecuente encontrar
agujeros naturales en los troncos de los arboles (Lundberg & Alatalo, 1992). Los machos de esta
especie llegan a las areas de reproduccion antes que las hembras (Potti & Montalvo, 1991a; Canal

et al., 2012), establecen un territorio e intentan atraer a una hembra (Lundberg & Alatalo, 1992).

El estudio se llevo a cabo en época de reproduccion durante los afios 2005 y 2006 como
parte de un estudio a largo plazo (iniciado en 1984) de una poblacion de papamoscas cerrojillo
que cria en cajas nidos en la localidad de La Hiruela, Madrid (ca. 41°4’42”” N, 3°25°55”W, 1200-
1300m a.s.l.). El protocolo de campo se ha descrito detalladamente en otros trabajos (Canal et al.,
2011; Camacho et al., 2013). Todas las cajas nido se revisaron de manera regular para determinar
la fecha de puesta, el tamafio de esta (normalmente entre 5-6 huevos), la fecha de eclosion y el
numero de volantones. Las aves adultas se capturaron con trampas colocadas en las cajas nido

cuando alimentaban a las crias. Los adultos capturados fueron marcados de manera individual
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con una anilla metalica numerada, pesados, se datdé su edad y se tomaron varias medidas
morfométricas (ej. longitud de tarso, ala). Los pollos fueron anillados, medidos (longitud del
tarso) y pesados a los 13 dias de edad. Se tomaron muestras de sangre de todos los individuos
mediante puncion en la vena braquial. Las muestras de sangre se conservaron en etanol y,

posteriormente, fueron guardadas en congeladores.

Analisis de paternidad

El conjunto de datos para este trabajo incluy6 45 y 44 parejas reproductoras en los afios
2005 y 2006 respectivamente. E1 ADN de las muestras de sangre se extrajo con cloruro de litio
(Sambrook et al., 1989). Todos los individuos se genotiparon con 15 microsatélites £3-60, f1-25
(Abercrombie et al., 2009), thy 216, thy 237, thy 301, thy 304, thy 310, thy 329, thy 339, thy
356, thy 361, thy 401, thy 444, thy 466 and thy 236 (Leder et al., 2008). Los analisis de paternidad
para detectar relaciones extra-pareja se realizaron en CERVUS 3.0 (Marshall et al., 1998)
mediante el uso de un método de méaxima verosimilitud. Se consideré que un macho era el padre
genético cuando tenia una puntuaciéon LOD (logaritmo natural de la verosimilitud) con un pollo
mayor que el valor critico (que se calcula con CERVUS a través de simulaciones de analisis de
parentesco) y un 95% de confianza. Un pollo se considera procedente de copulas extra-pareja
cuando el padre mas probable no era el padre social, es decir, el macho capturado cebando en el
nido (més detalles sobre los protocolos moleculares y caracteristicas de los loci y analisis
asociados en Canal et al., 2011, 2014). En este estudio se detectaron 19 y 12 nidos con pollos

procedentes de copulas extra-pareja en 2005 y 2006 respectivamente.

Genotipado del MHC clase II

Los 144 individuos (72 machos y 72 hembras) también se examinaron a nivel de los genes
del MHC clase II B. Estos genes codifican una de las subunidades de las moléculas dimeras del
MHC clase II B que juegan un papel critico en la vigilancia del entorno extracelular. Los
individuos fueron genotipados en el segundo exon de esta familia multigénica, ya que codifica la
parte de la ranura de unioén al antigeno mas relacionada con los procesos de coevolucion patdogeno-
huésped. Se utilizaron los Primers MHCIIFihy-E2CF y MHCIIFihy-E2CR, ubicados en la union
intron-exon 2, por lo que se pudo amplificar toda la region codificante del exon 2 (270 pb; mas

detalles en Canal et al., 2010).



Se realizo pirosecuenciacion bidireccional en un pirosecuenciador 454/ GS-FLX (Roche).
Antes de la pirosecuenciacion, cada individuo fue marcado con los GS Junior Titanium Fusion
Primers, una cola universal (proporcionada por Roche) y un MID (identificador individual) de 10
pb que permite asignar secuencias dentro de los individuos (estructura de primers: 5'- GS Junior
Titanium Fusion Primers -Tag - Cola universal - Primers Ficedula hypoleuca - amplicones - 3').
Las reacciones de PCR se realizaron en volimenes de 25 pL que contenian 1x tampon
suministrado por el fabricante (Bioline), 2.5 mM de MgCl2, 0.25 mM de cada dNTP, 1 U de Taq
Polimerasa, 0.2 uM de cada primer, 5% de dimetilsulféxido (DMSO), 10 pg de albiimina sérica
bovina (BSA) (Amersham Corp.) y 25 ng de ADN como plantilla. Las amplificaciones de PCR
consistieron en una desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 94°C, seguida de 23 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a una temperatura de hibridacion de 56°C y 40 segundos a 72°C,
mas una extension final de 10 minutos a 72°C. Las PCRs se corrieron con un nimero reducido de
ciclos y tiempos de elongacion prolongados para disminuir el riesgo de formacion de quimeras
(Lenz y Becker 2008). Para obtener una cuantificacion precisa de los productos de PCR, el ADN
se cuantificd por fluorometria y se uso el kit de ensayo Quant-iT Picogreen dsDNA (Invitrogen,
San Diego, CA). Los amplicones se agruparon en cantidades aproximadamente equimolares, se
purificaron mediante AMPure, se amplificaron mediante amplificacion clonal basada en emulsion
(emPCR) y se secuenciaron. La purificacion, amplificacion y secuenciacion se llevaron a cabo

con los protocolos proporcionados por Roche.

Cuando se aplican tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, es comun obtener
un gran numero de artefactos. Por lo tanto, se llevd a cabo un protocolo por etapas (similar al
descrito en Garamszegi et al., 2018) para distinguir los alelos reales de los artefactos. En primer
lugar, se eliminaron las variantes que no coincidian con el tamafo de alelo esperado, aparecian
una unica vez dentro del conjunto de secuencias y/o se encontraron en menos de dos individuos
de la poblacién (Galan et al., 2010; Sepil et al., 2012). Segundo, se excluyeron los individuos con
baja cobertura, <200 lecturas, que es el doble del nimero minimo estimado de secuencias
requeridas para genotipificar de manera confiable el nimero de loci expresados (n=6) encontrados
en la especie de estudio (Galan et al., 2010; Sepil et al., 2012). Tercero, se utilizo el software
GENEIOUS (Kearse et al., 2012) para filtrar las quimeras que se originaron por recombinacion
in vitro entre alelos verdaderos (Lenz & Becker, 2008; Galan et al., 2010). Para ello, las
secuencias se agruparon dentro de los individuos por similitud, lo que permiti6é detectar facilmente
las quimeras, ya que tipicamente aparecen en forma de pequefios grupos de secuencias entre los
dos grandes grupos de secuencias correspondientes a los alelos putativos que las originan. En
cuarto lugar, se tradujeron las secuencias para verificar que fueran funcionales (por ejemplo, sin
codones de parada) y se comprob6 visualmente que las variantes estuvieran ubicadas en sitios

polimérficos. Cuando las secuencias de nucledtidos diferian debido a sustituciones sinénimas, se



consider6 que eran los mismos alelos. Por ultimo, los genotipos de 12 individuos se duplicaron
(es decir, se amplificaron en PCR independientes, se secuenciaron con codigos de barras distintos
y se analizaron a ciegas), y no se encontr6 discrepancias entre sus genotipos. Ademas, la cobertura
y el numero de alelos encontrados en un individuo no estuvieron relacionados (correlacion de
Pearson: r=0.11, p=0.12), lo que sugiere que, en conjunto, los resultados obtenidos tras el
genotipado son fiables. Dicho esto, es posible que aun queden algunos artefactos entre las
secuencias incluso después de realizar todos los pasos anteriores. Sin embargo, es improbable que
los artefactos sesguen las conclusiones obtenidas, ya que, por ejemplo, es razonable suponer que
individuos con paternidad extra-pareja no tienen mas probabilidades de generar artefactos que los

demas.

Ademas del numero de alelos, también se estimé el nimero de supertipos (agrupaciones
de alelos basados en su similitud funcional) de cada individuo. Para agrupar los alelos en
supertipos se siguio el método descrito por Doytchinova & Flower (2005). De forma breve, se
identificaron las regiones que corresponden a los sitios de union de antigenos (ABS), los cuales
son secuencias codificantes que se caracterizan por estar bajo seleccion positiva, lo que resulta en
un exceso de sustituciones no sinéonimas (dN) sobre las sinonimas (dS). Las relaciones dN/dS se
determinaron en MEGA 4.1 a través de un método Nei-Gojobori modificado con correccion de
Jukes-Cantor, se corroboraron estadisticamente con pruebas Z en MEGA 4.1. Tras la
identificacion de los sitios con seleccion positiva, cada aminoéacido fue descrito por cinco
variables que representan propiedades fisico-quimicas involucradas en las regiones de union de
péptidos en un locus especifico o en una serie de loci: z1 (hidrofobicidad) z2(volumen estérico),
73 (polaridad), z4 y z5(efectos electronicos). La matriz de datos resultante se someti6 a un analisis
de agrupamiento por el método de k-means. Finalmente, en la poblacion de estudio se detectaron

14 supertipos.

Estimaciones de la diversidad genética individual y similitud entre individuos

Como medidas a nivel de genoma de diversidad genética individual, se uso la
homocigosidad por loci (HL, en la que tener valores elevados implica mayor homocigosis) ya
que, en poblaciones abiertas, esta estimacion se correlaciona mejor con la homocigosidad en todo
el genoma que otros estimadores de heterocigosidad (Aparicio et al., 2006). Como medida de
diversidad genética individual a nivel de MHC, se utiliz6 el nimero de supertipos de cada

individuo (Naugler & Liwski, 2008).

A nivel de parejas, se estim6 el grado de similitud genética a nivel de genoma entre
individuos (coeficiente de relatedness) con el programa ML-Relate (Kalinowski et al., 2006). A

nivel MHC, se calculd un indice basado en la proporcion de supertipos, (PD supertipos, en
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adelante) compartidos entre las parejas (supertipos compartidos frente a supertipos no
compartidos). Para ello se us6 la formula PD= Vab/(Fa + Fb) donde Vab es el niimero total de
supertipos en la pareja (los supertipos compartidos se cuentan como 1), Fa 'y Fb son el nimero de
supertipos en el individuo a y b respectivamente (PD=0 significa que no hay supertipos

compartidos entra las parejas (Strandh et al., 2012).

Analisis estadisticos

Primero investigamos si la formacion de pareja sociales y extra-pareja es aleatoria o, por
el contrario, se basa en caracteristicas genéticas. Para ello, utilizamos un procedimiento de
remuestreo (bootstrapping) para construir una distribucién de cada estimador genético (HL,
numero de supertipos, PD supertipos, y relatedness), utilizando los datos de la poblacion real. Los
remuestreos se replicaron 1000 veces y se realizaron con reemplazamiento e independientemente
para cada afio de estudio. En cada réplica se constituyd aleatoriamente el mismo nimero de
parejas muestreadas en el afio analizado (45 parejas en 2005 y 44 parejas en 2006) a partir del
grupo de individuos de la poblacion de ese afio. A continuacion, se calcularon las medias de los
estimadores genéticos tanto de las parejas de reproduccion reales como de las obtenidas en cada
simulacion (es decir, 1000 medias por cada afio). Después, las medias de las réplicas se ordenaron
de menor a mayor y se determind la posicion que toma la media real en relacion a las obtenidas
en las réplicas. Este proceso se repitié para cada estimador genético. Podria suceder que las
parejas se forman en base un nivel intermedio de similitud. En ese caso, la media de las parejas
no seria significativa, pero las parejas reales tendrian una varianza menor que la encontrada en
las réplicas. Para analizar esta posibilidad, ademés de la media, se analiz6 la varianza de cada

estimador genético respecto a las distribuciones generadas por bootstrapping.

Para crear las distribuciones aleatorias en contextos extra-pareja se usaron estimadores
genéticos individuales (HL del macho, ntimero de supertipos del macho) y de parejas (PD
supertipos y relatedness) mientras que, para el contexto social, solo se usaron estimadores
genéticos a nivel de pareja (PD supertipos y relatedness). Esto se debe a que nuestra base de datos
esta constituida completamente por parejas que criaron en cajas nido, por tanto, no habia ningin

individuo capturado que no tuviese pareja social.

Ademas del bootstrapping, para explorar los mecanismos de eleccion extra-pareja,
realizamos tres analisis adicionales usando las estimas de similitud genética a nivel de pareja: 1)
Utilizamos pruebas de t-student pareadas para comparar directamente las estimaciones de
similitud genéticas (relatedness y PD a nivel supertipos) del macho social y el macho extra-pareja
respecto a una hembra focal. 2) Comparamos si la media y varianza de esos estimadores genéticos

del grupo de machos sociales diferian de las del grupo de machos extra-pareja con pruebas de t-
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student y pruebas de Levene, respectivamente. 3) Analizamos si las hembras con y sin EPP
diferian en su parentesco genético con sus parejas sociales. Para ello, usamos un modelo lineal
generalizado (GLM, distribucioén binomial) con la probabilidad de tener EPP en un nido (0,1)
como variable dependiente, los estimadores genéticos de la pareja (relatedness y PD supertipos)
¢ individuales (HL y supertipos) como variables explicativas y el afio como factor fijo (para tener
en cuenta el papel de la heterogeneidad ambiental entre los dos afios de estudio en los casos de
EPP). Por ultimo, corrimos un modelo lineal generalizado (GLM, distribucion binomial) para 4)
analizar si la probabilidad de obtener EPP (0-1) estaba relacionada con su diversidad genética
individual del macho extra-pareja. En este modelo, se incluyeron las estimaciones genéticas

individuales (HL y supertipos) como variables explicativas y el afio como factor fijo.

Previo a interpretacion de cualquier modelo se realizaron estadisticos diagnosticos de
distribucién de residuos para evitar resultados erréneos debidos a artefactos estadisticos. Los
resultados de estos no indicaron ninguna desviacion evidente de los supuestos de los modelos
lineales. Para realizar el bootstrapping se us6 la funcion de muestreo con reemplazo en R version
4.0.3 (R Core Team 2020). Para las pruebas pareadas se utiliz6 el paquete car (3.1-0) (Weisberg
& Fox, 2011) los modelos lineales se uso el paquete Ime4 (version 1.1-30) (Bates et al., 2015), y
para los graficos el paquete ggplot2 (version 3.4.2) (Wickham, 2009).

En total, se realizaron 48 tests para investigar la formacion de parejas sociales y extra-
pareja (en cada contexto se consideraron 2 afios de estudio y la media y varianza de 4 estimadores
genéticos, asi como test pareados, Levene y GLM). Por ello, para evaluar la estructura de
dependencias y descartar falsos positivos, se aplico la correccion de Benjamini-Yekutieli a todos

los test (Benjamini & Yekutieli, 2001). Tras ello, el nivel de significacion se ajustd a p<0.011.

RESULTADOS

Valores reales y distribuciones aleatorias (bootstrapping)

Tras aplicar la correccion de Benjamini-Yekutieli, ni las medias ni las varianzas de las
parejas sociales difirieron en ninguno de los parametros genéticos respecto a lo esperado por azar
en ninguno de los afios estudiados (tabla 1). No obstante, en el contexto de la paternidad extra-
pareja, la media del HL de los machos fue significativamente mas alta (es decir, machos mas
homocigotos) que la esperada por azar en el afio 2005, mientras que, en 2006, encontramos lo
contrario, ya que los machos extra-pareja tuvieron una mayor heterocigosidad (HL) y un

coeficiente de relatedness menor que el esperado por azar. Respecto a las varianzas, en 2005, los
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machos extra-pareja tuvieron una mayor varianza en la heterocigosidad que lo esperado por azar.
En 2006, la varianza en el coeficiente de relatedness y proporcion de supertipos compartidos con
los machos extra-pareja fue menor de lo esperado por azar, pero la varianza en el nimero de

supertipos del macho extra pareja fue mayor de lo esperado.

Tabla 1: Resultado del remuestreo (1000 réplicas) con reemplazo para los arnios 2005 y
2006 tanto en contextos de formacion de pareja social como extra-pareja. Posicion de la media
y varianza real de cada estimador genético respecto a las obtenidas en las réplicas y p valor
asociado. HL (homocigosidad neutral a nivel individual), PD supertipos (proporcion de
supertipos de MHC compartidos), relatedness (grado de similitud genética neutral entre
individuos) y supertipos (numero de supertipos compartidos). Los resultados significativos
después de la correccion de Benjamini-Yekutieli (p<0.011) se muestran en negrita con un

asterisco (*).

Medias Varianzas
2005 2006 2005 2006
Valor ‘ Pos. ‘ P Valor | Pos. | P Valor | Pos. | P Valor ‘ Pos. ‘ P

Parejas sociales
Relatedness 0.035 837 0.163 | 0.057 87 0.087 | 0.003 824 0.176 | 0.011 36 0.036
PD supertipos 0.683 905 0.095 |0.703 338 0.338 | 0.005 820 0.18 |0.004 961 0.039

Extra pareja

Relatedness 0.028 958  0.042 0.02 999 0.001*% | 0.002 945 0.055 | 0.001 1000 0.001*
PD supertipos 0.693 683 0317 | 0.686 847 0.153 0.01 18 0.018 | 0.003 997  0.003*
HL Macho 0211 1 <0.001* | 0.134 1000 <0.001* | 0.014 1 <0.001% | 0.005 912 0.088

Supertipos Macho | 6.692 347  0.347 6 970 0.03 1.731 278 0.278 | 2.75 1 <0.001*

Parejas sociales y extra pareja

Los test pareados no mostraron diferencias significativas entre los machos sociales y
extra-pareja en la media o varianza de ninguno de los parametros genéticos analizados, ya sea a
nivel individual o de similitud genética entre parejas, ni en ninguno de los dos afios estudiados

(tabla 2).
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Tabla 2: Test de la T y test de Levene que analizan las diferencias genéticas entre el
macho y hembra social y extra-pareja, en los arios 2005 y 2006. HL (homocigosidad neutral a
nivel individual), PD supertipos (proporcion de supertipos de MHC compartidos), relatedness
(grado de similitud genética neutral entre individuos) y supertipos (numero de supertipos
compartidos). Para mas detalles ver la seccion de métodos. Los resultados significativos después

de la correccion de Benjamini-Yekutieli (p<0.011) se muestran en negrita con un asterisco (*).

t-student Levene

2005 t df p F df Pr(>F)
Relatedness Pareja Social vs. Pareja EPP 0.732 25 0471 0.754 1 0.389
HL Macho social vs Macho EPP 0.258 27  0.799 0.879 1 0.353
HL Hembra social vs. Hembra EPP -1.762 28  0.089 0.07 1 0.792
PD supertipos Pareja Social vs. Pareja EPP | -0.252 14 0.805 0.127 1 0.724
Supertipos Macho social vs. Macho EPP -0.343 18 0.736 0.729 1 0.398
Supertipos Hembra social vs. Hembra EPP | -1.044 25  0.306 2.048 1 0.158
2006

Relatedness Pareja Social vs. Pareja EPP 1.697 16 0.109 3.039 1 0.091
HL Macho social vs Macho EPP -0.127 16  0.901 1.146 1 0.292
HL Hembra social vs. Hembra EPP -0.821 14 0.425 0.089 1 0.768
PD supertipos Pareja Social vs. Pareja EPP 1.25 10 0.234 0.607 1 0.444
Supertipos Macho social vs. Macho EPP -0.329 11 0.748 0.444 1 0.511
Supertipos Hembra social vs. Hembra EPP | 0.512 8 0.622 0.227 1 0.638

Modelos lineales generalizados

Se llevaron a cabo dos GLM con el objetivo de profundizar en la comprension de la
dindmica de formacion de pareja, tanto dentro del contexto social como extra-pareja. Los analisis
revelaron que las hembras con y sin EP no presentaron diferencias significativas en términos de
parentesco genético con sus respectivas parejas sociales, ni tampoco estuvieron relacionadas con
los estimadores genéticos individuales del macho social (ver tabla 3.1). Desde la perspectiva del
macho social, los resultados de este modelo implican que perder paternidad en el nido no estuvo
relacionado con sus caracteristicas genéticas (HL y numero de supertipos de MHC). La
probabilidad de adquirir EPP (tabla 3.1) de los machos tampoco estuvo relacionada con su
diversidad genética individual. Sin embargo, en el segundo modelo (tabla 3.2) se encontrd un
efecto marginalmente significativo del afio, indicando una menor incidencia de EPP en el afio

2006.
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Tabla 3.1: Modelo lineal generalizado que analiza la probabilidad de tener paternidad
extra-pareja en un nido (0,1) como variable dependiente. En este modelo se incluyeron las
estimaciones genéticas de la pareja como PD supertipos (proporcion de supertipos de MHC
compartidos) y relatedness (grado de similitud genética neutral entre individuos), y las
individuales como HL (homocigosidad neutral a nivel individual) y supertipos (numero de
supertipos compartidos) como variables explicativas y el ario como factor fijo. Los resultados
significativos después de la correccion de Benjamini-Yekutieli (p<0.011) se muestran en negrita

con un asterisco (*).

Variables predictoras | Estimador  Std. Error z value P
Intercepto -368.00 101.00 -0.004 0.997
HL macho -5.52 8.04 -0.687 0.492
Supertipos macho 0.67 1.43 0.465 0.642
PD supertipos 37.80 44.50 0.848 0.396
Relatedness -23.30 35.50 -0.658 0.511
Afio 18.40 5010.00 0.004 0.997

Tabla 3.2: Modelo lineal generalizado que analiza la probabilidad de ganar paternidad
extra-pareja (0,1) de los machos. En este modelo se incluyeron las estimaciones genéticas
individuales como HL del macho (homocigosidad neutral a nivel individual) y supertipos del
macho (numero de supertipos compartidos) como variables explicativas y el aiio como factor fijo.
Los resultados significativos después de la correccion de Benjamini-Yekutieli (p<0.011) se

muestran en negrita con un asterisco (*).

Variables predictoras | Estimador Std. Error z value P

Intercepto 1958.843 1033.188 1.896 0.058
HL macho 3.088 2.981 1.036 0.300
Supertipos macho 0.356 0.208 1.715 0.086
Afio -0.979 0.515 -1.899 0.058
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Figura 1: Histograma de las medias de los parametros genéticos obtenidos tras un

remuestreo (1000 réplicas) con reemplazo para los afios 2005 y 2006 tanto en contextos de

formacion de pareja social como extra-pareja. Posicion de la media y varianza real de cada

estimador genético respecto a las obtenidas en las réplicas y p valor asociado. HL

(homocigosidad neutral a nivel individual), PD supertipos (proporcion de supertipos de MHC

compartidos), relatedness (grado de similitud genética neutral entre individuos) y supertipos

(numero de supertipos compartidos). Notese que para HL y supertipos (estimadores individuales)

no se hace el bootstrapping del contexto social (ver texto principal).
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Figura 2: Histograma de las varianzas de los parametros genéticos obtenidos tras un
remuestreo (1000 réplicas) con reemplazo para los aiios 2005 y 2006 tanto en contextos de
formacion de pareja social como extra-pareja. Posicion de la media y varianza real de cada
estimador genético respecto a las obtenidas en las réplicas y p valor asociado. HL
(homocigosidad neutral a nivel individual), PD supertipos (proporcion de supertipos de MHC
compartidos), relatedness (grado de similitud genética neutral entre individuos) y supertipos
(numero de supertipos compartidos). Notese que para HL y supertipos (estimadores individuales)

no se hace el bootstrapping del contexto social (ver texto principal).
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DISCUSION

Durante dos temporadas reproductivas investigamos en una poblacion natural de
papamoscas cerrojillo si los patrones de emparejamiento estaban relacionados con las
caracteristicas genéticas de los individuos a distintos niveles (MHC y loci neutrales) y contextos
(social y extra-pareja). Los patrones de emparejamiento difirieron tanto entre contextos como
entre afios. A diferencia de los patrones sociales, los emparejamientos extra-pareja variaron en
diversos estimadores genéticos respecto a lo esperado por azar. Entre afios, los patrones a nivel
extra-pareja también variaron, ya que, por ejemplo, los machos extra-pareja fueron menos
diversos de lo esperado por azar en 2005, mientras que, en 2006, fueron més diversos. En general,
parece que el MHC tiene un papel menor comparado con la diversidad genética global de los
individuos (estimada mediante loci neutrales) en los patrones de emparejamiento tanto social

como a nivel extra-pareja.

Nuestros resultados sugieren que los mecanismos que gobiernan los patrones de
formacion de pareja son contexto dependientes (Schmoll, 2011). Factores ecoldgicos, como la
sincronia reproductiva, han sido tradicionalmente sugeridos como principales impulsores de la
formacion de pareja, especialmente en contextos de paternidad extra-pareja (Stutchbury &
Morton, 1995; Westneat & Sherman, 1997). Estudios previos sugieren que la sincronia
reproductiva puede aumentar la tasa de encuentro entre posibles parejas y asi facilitar la formacion
de pareja (Stutchbury & Morton, 1995), mientras que otros sugieren lo contrario, es decir, que la
sincronia puede limitar la formacion de pareja al reducir el tiempo efectivo para encontrar machos
y compararlos (Canal et al., 2012). En el papamoscas cerrojillo, donde las hembras visitan y
comparan varios machos antes del apareamiento (Slagsvold & Dale, 1996), el nivel de sincronia
en el periodo de apareamiento deberia afectar los costes de busqueda de machos y limitar la
eleccion de las hembras. Asi, por ejemplo, las hembras que llegan més tarde a los territorios de
cria deberian afrontar una mayor limitacion a la hora de emparejarse que las que llegan antes de
la migracion. Esto se debe a que el nimero de machos sin pareja disminuira mas rapido en etapas
intermedias que al principio de la temporada, cuando la mayoria de los machos estan sin pareja y
el grueso de hembras reproductoras estan atn llegando de la migracion (Kokko et al., 2006; Canal
et al., 2012). Los dos afios de estudio (2005 y 2006) exhibieron una sincronia reproductiva muy
diferente (Canal et al., 2012). En concreto, el ciclo reproductivo del afio 2006 exhibié un alto
grado de sincronia en comparacion con el afio 2005. La alta sincronia llevd a una menor
probabilidad de ocurrencia de paternidad extra-pareja durante el afio 2006 y, probablemente,
también afectd también a los patrones de formacion de dichas parejas (Canal et al., 2012),
explicando los patrones dispares encontrados entre afios. La existencia de grupos genéticos dentro
de la poblacion también podria limitar el emparejamiento con el individuo preferido (Bichet et al.,

2014). La dispersion natal en nuestra poblacion es baja (en promedio, 600 m para las hembras y

16



445 m para los machos; (Potti & Montalvo, 1991b) vy, por tanto, es posible que la existencia de
individuos relacionados en el vecindario afecte la expresion de las preferencias de formacion de

pareja de las hembras de manera diferente entre afios.

En concordancia con trabajos previos, nuestros resultados indican que los mecanismos de
formacion de la pareja social y a nivel extra-pareja son diferentes (Stutchbury & Morton, 1995;
Hasselquist & Sherman, 2001). En concreto, encontramos diferencias en los estimadores
genéticos analizados (HL, relatedness, PD supertipos y supertipos, discutido mas adelante en el
texto) respecto a lo esperado por azar en contextos extra-pareja, pero no en contextos sociales,
apoyando asi la idea de que tener paternidad extra-pareja puede ser una estrategia adaptativa para
eludir las limitaciones experimentadas durante el periodo de eleccion social (Akgay &

Roughgarden, 2007; Westneat & Stewart, 2003).

Los resultados revelan que el MHC parece tener un papel menos importante en los
patrones de emparejamiento en comparacion con los loci neutrales, que fueron usados como un
proxy de la heterocigosidad a nivel de genoma de los individuos. A “nivel de genoma” y extra-
pareja los patrones de formacion de pareja difieren entre los dos afios de estudio. En el afio 2005,
a nivel de microsatélites, los machos més homocigotos ganan paternidad extra-pareja, sin
embargo, las parejas también se forman con machos con una complementariedad genética mayor
a nivel de estos marcadores. Esto concuerda con distintas hipdtesis que afirman que una mayor
diversidad genética puede tener costes como, por ejemplo, asociados a depresion por exogamia
(Frankham et al., 2011). El afio 2006 parece ser un escenario totalmente distinto en el que se
prioriza una menor similitud a nivel de genoma entre individuos, es decir, los machos EP estan
menos relacionados entre si con las hembras con las que tienen pareja EP, ademas, estos machos
también son mas diversos y mas heterocigotos a nivel de genoma que lo esperado por azar.
Aunque no se ha analizado en la poblacion de estudio, estos patrones de formacion de pareja
podrian traducirse en una menor endogamia, y, por tanto, favorecer la aptitud bioldgica de la
descendencia, entre otras cosas reduciendo la posibilidad de expresar mutaciones perjudiciales
(Charlesworth & Charlesworth, 1987). Ademas, los machos extra-pareja tuvieron una menor
varianza en la proporcion de supertipos compartidos con las hembras con las que tienen pareja
EP, lo que significa que las parejas EP una similitud de MHC parecida. Este resultado podria
sugerir que las hembras realizaron una eleccion similar a nivel de MHC. Sin embargo, dado que
un resultado similar se encontrd con los estimadores neutrales, es presumible que machos con un
nivel parecido de similitud a nivel global del genoma también tengan un nivel parecido de
similitud a nivel MHC. En 2006, también se encontré una mayor varianza en el ntimero (que no
proporcidn; discutido anteriormente) de supertipos compartidos con los machos EP respecto a lo
esperado por azar, lo que sugiere que las hembras se emparejan con machos dispares en el numero

de supertipos (algunos con un nimero bajo y otros elevado de supertipos). Este resultado es
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opuesto y, a priori, parece contradecir el obtenido en la proporcion de supertipos compartidos,
donde la varianza de los machos EP fue menor que la esperada por azar. Una posible explicacion
es que las parejas EP se estarian formando con individuos muy dispares en el niumero de
supertipos para poder priorizar una menor varianza en la similitud genética neutral entre
individuos. Teniendo en cuenta lo anterior, nuestros resultados sugieren la posibilidad de que el
emparejamiento no aleatorio en base a MHC en contextos EP pueda beneficiar a la descendencia
a través de genotipos con mas heterocigosidad, que ademas tienen supertipos muy diferentes entre
si.

Es importante resaltar que los emparejamientos resultantes no necesariamente concretan
las preferencias individuales de forma integra (Schmoll et al., 2005; O’Brien & Dawson, 2007;
Moreno et al., 2013). Es decir, lo que observamos constituye el producto final de una serie de
interacciones, las cuales pueden no capturar, en mayor o menor grado, las preferencias reales de
los individuos implicados. Por ejemplo, el macho genéticamente deseado/Optimo para el
apareamiento podria no estar disponible (Hasselquist & Sherman, 2001). De manera similar,
debido a la naturaleza observacional de nuestro estudio, no podemos concluir si los patrones
obtenidos se deben a una eleccion femenina o a mayor inversion o habilidades competitivas de
los machos que consiguen paternidad extra-pareja en otros nidos. Por ese motivo, a lo largo del
trabajo hemos hablado de “formacion de pareja” en lugar de “eleccion de pareja”. Por otro lado,
nuestros resultados mostraron algunas discrepancias aparentemente desconcertantes entre los
analisis y medidas genéticas utilizadas. Por ejemplo, las parejas en contextos de paternidad extra-
pareja mostraron una mayor diferencia a lo esperado por azar en la media y en la homocigosidad
neutral (HL) y una mayor varianza en el nimero de supertipos compartidos para el afio 2006. Sin
embargo, los test pareados entre parejas sociales y extra-pareja no mostraron diferencias genéticas
entre ellos. Esto no es un resultado inesperado, puesto que la concordancia entre ambos analisis
(es decir, parejas EP vs. parejas aleatorias y parejas EP vs. parejas sociales reales) solo puede
surgir cuando, para un parametro dado, los valores sociales y de parejas extra-pareja son opuestos
y se ubican en ambos extremos significativos de la distribucion aleatoria (figuras 1 y 2). Por
ultimo, hay que tener en cuenta, que en este trabajo hemos analizado los patrones de formacion
de pareja en base al MHC II. Asi, no es descartable que, en la poblacion de estudio, los patrones
de emparejamiento a nivel social y/o extra-pareja estén influenciados por los genes de MHC clase
I, que, por ejemplo, estan relacionados con la resistencia a parasitos con graves consecuencias en

la eficacia bioldgica individual como los de la malaria aviar (Sepil et al., 2013).
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que las caracteristicas genéticas de las parejas sociales no
difirieron de las esperadas por azar, mientras que los patrones de formacion extra-pareja
estuvieron determinados por caracteristicas genéticas neutrales (usadas como un proxy de la
caracteristicas a nivel global del genoma) de los individuos. A nivel extra-pareja, los mecanismos
variaron entre afnos (por ejemplo, patrones que favorecen la homocigosis en 2005 y la diversidad
en 2006), aunque parece que el papel del MHC fue menor en comparacion al explicado por loci
neutrales. En general, nuestros resultados son compatibles con la idea que tener paternidad extra-
pareja es una estrategia para eludir las limitaciones experimentadas durante el periodo de
formacion de pareja social, aunque una mayor inversion o habilidades competitivas de los machos

extra-pareja podrian explicar los patrones encontrados.

En la dindmica de formacion de pareja, es imperativo considerar no solo las variables
genéticas, sino también el contexto situacional en el cual se desarrollan estas interacciones
(variables ambientales, fechas de llegada de los individuos a la zona de cria). Futuras
investigaciones podrian beneficiarse de un enfoque multiescalar que incorpore tanto parametros
ambientales (temperatura, humedad, lluvias, entre otros) como otros factores potencialmente
relevantes (como son la sincronicidad de la temporada reproductiva, esfuerzo necesario para
obtener recursos, entornos de alto estrés vs. de bajo estrés). Con esto, es importante seguir
investigando teniendo en cuenta estas interacciones multifactoriales para desentrafiar los

mecanismos de eleccion de pareja.
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ANEXO I

Tabla complementaria 1: Test de la T y test de Levene entre pareja social y pareja extra
pareja, individuo social e individuo extra pareja, realizados para los dos afios de estudio en
conjunto (2005 y 2006). HL (homocigosidad neutral a nivel individual), PD supertipos
(proporcion de supertipos de MHC compartidos), relatedness (grado de similitud genética neutral
entre individuos), supertipos (numero de supertipos compartidos). Para mas detalles ver la

seccion de métodos.

t-student Levene
Datos de los dos afios en conjunto t df »p F df Pr(>F)
Relatedness Pareja Social vs. Pareja EPP 1.517 42 0.13712.393 1 0.126
HL Macho social vs Macho EPP 0.163 44 0.871|0.072 1 0.789
HL Hembra social vs. Hembra EPP -1.885 43 0.066|0.044 1 0.835
PD supertipos Pareja Social vs. Pareja EPP | 0.666 25 0.511]0.582 1 0.449
Supertipos Macho social vs. Macho EPP -0.484 30 0.632]1.268 1 0.264
Supertipos Hembra social vs. Hembra EPP | -0.773 34 0.445]2.079 1 0.153

ANEXO 1T
Glosario de términos

- EPP: paternidad extra pareja.

- EP: (pareja) extra pareja.

- Relatedness: grado de similitud genética neutral entre individuos.
- HL: homocigosidad neutral por loci.

- Supertipos (supertypes): nimero de supertipos compartidos.

- PD supertipos (PD supertypes): proporcion de supertipos compartidos.
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