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RESUMEN

La proporcién de aves que eran consideradas mondgamas disminuyé considerablemente
con la aparicion de técnicas de genética molecular como los microsatélites, llevando a la
distincién de la monogamia social de la genética, e incorporando un nuevo concepto, la
paternidad extra-pareja (EPP). En esta tesis se evalu6 la existencia de EPP en una poblacién

de rayaditos, Aphrastura spinicauda, un furnarido endémico, socialmente monégamo.

Se muestrearon 142 individuos de una poblacion de la isla Navarino (Regién de
Magallanes) durante la época reproductiva del afio 2010 (21 familias, es decir, madre, padre
social y polluelos). A partir del ADN extraido, se sexaron los individuos mediante PCR y
se identificaron 9 microsatélites para la especie. Para el anélisis de parentesco y paternidad,
se utilizaron 6 de los 9 microsatélites y se obtuvo un promedio de 9,5 alelos por locus. El
parentesco se determind a través del programa Kingroup v.2 y la paternidad con el
programa Cervus 3.0.3. Ademas se corroboré la presencia de EPP a través de la

reconstruccion de genotipos con el programa Gerud 2.0.

Al comparar las paternidades genéticas con las sociales, se determiné que de los 97
polluelos, 55% (53) fueron atribuidos a sus padres sociales, 44% (43) a paternidad extra-
pareja y un 1% no fue determinado (1 polluelo no genotipificado). A nivel de nidada, se
excluy6 la informacion de 2 familias por falta de datos en la genotipificacion del padre
social. Las crias extra-pareja se distribuyeron en 16 de las 19 nidadas, observando una
frecuencia de presentacion de EPP del 84,3%. Los machos que tuvieron paternidad extra-
pareja eran igual de propensos a perder paternidad dentro de la pareja, que el resto de los
machos. Sin embargo, los machos con mayor cantidad de crias (“ganadores de
paternidad”), aunque hayan tenido EPP al interior de sus nidos, engendraron mas hijos de
los posibles sélo al interior del nido propio (i.e., 4 padres con mas de 6 hijos genéticos en
total). Esta diferencia en las ganancias de paternidad entre los machos, implicaria un
aumento del éxito reproductivo de algunos machos, a expensas de otros, por lo que la EPP

seria un componente relevante de la seleccion sexual en esta especie.



Ademas, se identificé que machos con alas mas cortas y rectrices de la cola mas simétricas
tuvieron una mayor cantidad de hijos genéticos. De la misma forma, hembras con rectrices
de la cola asimétricas tuvieron mas paternidad extra-pareja. Estos resultados permiten
proponer a la simetria entre las rectrices de la cola, como un rasgo fenotipico atractivo para

las hembras, mientras que la asimetria seria atractivo para los machos.

Al evaluar la relacion entre presencia de EPP y el grado de parentesco dentro de la pareja y
en comparacién con los machos extra-pareja, si bien se encontré que en el 62,5% de los
nidos con EPP, el parentesco de la hembra era mayor con el macho social que con el (o los)
macho (s) extra-pareja y que en los tres nidos sin EPP, el parentesco dentro de la pareja
social era menor a 0,5, estas diferencias reflejan s6lo una tendencia y a nivel poblacional no
implican diferencias significativas. No se encontraron machos no-territoriales (flotantes) en

el drea de estudio ni se observo evidencia de parasitismo intra-especifico de nidos.

En definitiva, con este estudio se pudo determinar por primera vez, la presencia de EPP en
una poblacion de A. spinicauda, siendo, ademas, el primer estudio sobre EPP en una
especie de la familia Furnariidae. Si bien el rayadito es un ave socialmente mondgama, su
sistema de apareamiento a nivel genético es mas complejo que la monogamia, abriéndose
un amplio campo de investigacion sobre las posibles causas y mecanismos que modelan su

aparicion.



ABSTRACT

The proportion of birds considered monogamous has been declining since the appearance
of molecular genetic techniques as multi-locus DNA fingerprint (microsatellites). Now,
monogamy must be separated in social or genetic monogamy, adding a new concept, the
extra-pair paternity (EPP). In this study, we evaluated the presence of EPP in a population

of the Thorn-Tailed Rayadito (Aphrastura spinicauda), socially monogamous endemic

furnariidae specie.

For this purpose, 142 individuals at the Navarino island (Magallanes Region) were sampled
during the breeding season of 2010 (21 families, i.e., 21 mothers, 21social fathers, and 97
offsprings). From extracted DNA, individuals were sexed by PCR and 9 microsatellites
were identified for the specie. For the parentage and paternity analysis, 6 microsatellites
were used with an average of 9.5 alleles per locus. Parentage was determined using
Kingroup v.2 software and paternity was determined using Cervus 3.0.3 software. The
presence of EPP was corroborated throughout genotypic reconstruction using Gerud 2.0

software.

When comparing genetic and social paternity (observed in the fieldwork), it was
determined that of the 97 chicks, 55% (53) were attributed to their social parents, 44% (43)
to extra-pair paternity and 1% was non-determined (one chick with insufficient genotyping
data).

At the clutch level, data were excluded from 2 families due to lack of data on the social
father genotype. Extra-pair offspring occurred in 16 out of 19 nests, observing an EPP
frequency of 84.3%. Males who had extra-pair paternity were just as likely to lose paternity
in the pair, as the other males. However, males with larger number of offspring (winners of
paternity), even though they had EPP within their social nests, they fathered more offspring
than what it were possible with only their social nest (4 parents with 6 or more genetic
offspring). This difference in earning paternity between males involves an increased

reproductive success for some, at the expense of others. Hence, EPP contributes to sexual



selection in this specie.

Furthermore, we identified that shorter wings and symmetrical rectrices of the tail are
associated with a greater number of genetic offspring in males. Likewise, females with
asymmetrical rectrices of the tail had more extra-pair paternity (i.e., infidelity). Therefore,
females seems to be sexually attracted to symmetrical rectrices of the tail of males, and

males seems to be sexually attracted to asymmetrical rectrices of the tail of females.

When assessing the relation between EPP and parentage (inside de pair compared to extra-
pair males), it was possible to determine that in 62,5% of the nests with EPP, the parentage
of the female was greater with the pair-male than with the extra pair-male. Besides, in the
three nest without EPP, the parentage inside the social pair was lower than 0,5. However,

these differences were not statistically significant.

There were no non-territorial males (i.e., floating males) in the study area nor was evidence

of intraspecific nest parasitism.

This study allowed determining for the first time the presence of EPP in a population of 4.
spinicauda and it represents the first study of EPP in a species belonging to the Furnariidae
family. The Thormed-Tailed Rayadito is a socially monogamous bird with a very complex
mating system on a genetic level. The results obtained here open a wide field of research on

the possible causes and mechanisms that shape the appearance of EPP.



INTRODUCCION

Hace cuarenta afios, mas del 90% de las especies de aves eran clasificadas como
monogamas (Lack, 1968) y no eran consideradas como un modelo atractivo para estudios
de seleccion sexual. Por ejemplo, Mock (1985) lo describié de la siguiente forma: “Las
aves mondgamas no producen grandes leks, y ocasionalmente son aves ornamentadas. A
simple vista, la monogamia ha generado machos mansos, uniformes, con un macho que
copula frecuentemente con una misma hembra. La seleccion sexual no sélo aparenta ser

débil, sino que todo el sistema aparenta ser soso”.

Sin embargo, con el descubrimiento y desarrollo de la genética molecular y las
herramientas disponibles para el estudio de paternidad en especies silvestres, se descubrid
que los padres sociales no eran necesariamente los padres genéticos de sus nidadas (Griffith
et al., 2002).

Actualmente, en la literatura se describen diversas estrategias reproductivas en aves,
distinguiéndose, al interior de la monogamia, la monogamia genética, la monogamia
reproductiva y la monogamia social (Gowaty, 1996). La monogamia genética describe la
unién de por vida, que genera descendencia sélo dentro de la pareja (Southgate et al.,
1998). La monogamia sexual incluye copulas solamente con la pareja estable mientras la
asociacion permanezca (e.g., durante una temporada reproductiva; Wickler & Seibt, 1983).
La monogamia social en tanto, solamente hace referencia a la unién de un macho a una
hembra durante la temporada reproductiva, en la que ambos participan del cuidado parental

de la nidada (Reichard & Boesche, 2003: véase ademas, e.g., Moreno ef al. 2007).

La monogamia genética se ha encontrado en alrededor del 20-25% de las especies
socialmente mondgamas (véase Griffith er al., 2002). Por tanto, al estudiar hoy la biologia
reproductiva de aves, los investigadores deben hacer la distincién entre monogamia social,
reproductiva y genética. Estos tipos de monogamia raramente coexisten en una misma
especie, principalmente debido a que comunmente ocurren encuentros sexuales entre

machos y hembras que no pertenecen a una pareja estable, lo que se denomina “infidelidad™



sexual del macho y/o de la hembra. En especies con monogamia social, los ornitélogos se
refieren a esta conducta de “infidelidad” de una pareja hacia la otra (o de ambas) como
paternidad extra-pareja (EPP, del inglés extra —pair paternity), cuando produce
descendencia viable (Griffith ef al., 2002).

La patemnidad extra-pareja (EPP) significa que al menos un descendiente de la
nidada, es engendrado por un macho (llamado macho extra-pareja) distinto de la pareja
social de la hembra (Augustin, 2012). A los machos que no generan descendencia en la
poblacion, ya sea dentro de su nido o a través de EPP en otras nidadas, se les denomina
machos perdedores de paternidad (“losers of paternity”; Lehtonen et al., 2009). Mientras
que a aquellos machos que son capaces de generar descendencia dentro y fuera de su nido,
se les llama machos ganadores (“winners of paternity”), independientemente de si crian

polluelos que genéticamente no son propios (Lehtonen et al., 2009).

Dentro de los factores fisiolégicos involucrados en la paternidad extra-parcja, se
encuentran: (i) el momento de la fertilizacién en relacion a la ovoposicién por parte de
otros machos, (i) la capacidad de almacenamiento espermético de la hembra y, (iii) la

capacidad de eliminar activamente esperma de machos no preferidos (Birkhead, 1998).

En cuanto a la (i) inseminacion, el ciclo de la ovulacién hasta la oviposicién, dura
en la mayoria de las aves, 24 horas. Ocurriendo la ovulacién y oviposicién alrededor del
amanecer, momento en que las coépulas son mas frecuentes. Cuando la inseminacion ocurre
cercana a la ovoposicion (horas previas y posteriores) es improbable la fertilizacion,
excepto cuando ocurre a menos de 60 minutos de la ovoposicién. A este momento se le
llama “ventana de inseminacion”, siendo un momento altamente favorable para fertilizar el

siguiente huevo (Birkhead, 1998).

Posteriormente a la inseminacion, (i) las hembras retienen un porcentaje de
esperma cercano al 2%, que es almacenado en los tibulos de almacenamiento espermatico.
Este mecanismo podria ser manejado por las hembras, al eliminar (junto con las fecas)

esperma de machos que ellas no prefieran (Birkhead, 1998).



Por otra parte, (iii) en muchos estudios experimentales sobre competencia
espermética, se insemina a las hembras con concentraciones conocidas de espermatozoides
de diferentes machos, los cuales se alternan en el orden de inseminacién. Lo que se ha
observado es que la mayoria de los huevos es fertilizado con la esperma del segundo macho
y que la separacion de tiempo entre las inseminaciones es relevante en cuanto a la

probabilidad de fertilizar de cada macho (véase Birkhead & Moller, 1992).

Ademés, Vedder & Magrath (2012) observaron en Cyanistes caeruleus que la
paternidad extra-pareja disminuye a medida que transcurre la postura, posiblemente debido
a que la presencia de huevos induce el comportamiento de incubacion, y se reduce la

motivacion por buscar encuentros con machos extra-pareja.

Para asegurar la paternidad, se describen dos mecanismos por parte del macho: (i) a
través de copulas frecuentes con la pareja social y (ii) vigilando la pareja desde cerca
(Birkhead & Moller, 1992). En la mayoria de las especies el periodo fértil comienza
aproximadamente 10 dias antes de la fertilizacién del primer huevo y termina cuando el
ultimo huevo de la nidada es fertilizado. La vigilancia de la pareja generalmente comienza
5 dias antes de la puesta del primer huevo. Esto sugiere que ese corresponde al periodo de
mayor fertilidad por parte de la hembra y por tanto el riesgo de una fertilizacién por un
macho extra-pareja seria mayor. Ademas, el hecho de que el macho s6lo la proteja durante
el periodo de mayor fertilidad, también sugiere que la vigilancia implica un alto costo para

el macho (Birkhead, 1998).

A pesar de los mas de treinta afios de investigacion sobre EPP, aln se sabe poco
sobre las variables que influyen la aparicion de esta conducta y sus consecuencias
(Westneat & Stewart, 2003), si bien se tiene conocimiento en varias especies sobre la
importante variacién de presencia de EPP que puede existir entre poblaciones. Ademas
existe variabilidad entre especies, tanto en frecuencia como en diversidad de conductas
asociadas a EPP (Griffith ef al., 2002). El rango de ocurrencia de la EPP va desde 10% en
la Pardela de Tasmania, Puffinus tenuirostris (Augustin & Pankin, 1996), hasta 95% en el

paserino Malurus cyaneus (Mulder ef al., 1994). A nivel intra-especificio, se ha observado



una alta variacion en la proporcion de EPP entre poblaciones de Luscinia svecica, asi como
entre diferentes afios para una misma poblacién (Johnsen & Lifjeld, 2003). También ha
sido posible encontrar casos de EPP en nidadas de hembras que perdieron sus parejas en
Parus caeruleus, (Charmantier et al., 2004) y dentro de parejas que tienen mas de una
nidada por estacién reproductiva con distintos valores de ocurrencia entre nidadas, en

Parus ater (Dietrich et al., 2004; Bouwman ef al., 2006).

Existen diversas hipdtesis que intentan explicar la ocurrencia de la EPP, tanto a
nivel intra-especifico (Petrie et al., 1998; Weatherhead & Yezerinac, 1998) como inter-
especifico (Griffith et al., 2002), las cuales concuerdan globalmente en que la frecuencia de
ocurrencia de EPP se deberia a una combinacién entre caracteristicas ontogenéticas,
patrones de cuidado parental y oportunidades de promiscuidad a nivel local. Sin embargo,
no se ha podido establecer un patrén global de beneficio Gltimo al tener crias extra-pareja
(EPO, del inglés extra-pair offspring) en relacion a las crias dentro de la pareja (WPO, del
inglés within-pair offspring) (Griffith er al. 2002). Segun Arnold & Owens (2002), altos
valores de “engafios” (es decir, encuentros con individuos fuera de la pareja estable) a la
pareja socialmente estable estarian asociados a historias de vida aceleradas, es decir, en
aquellas especies donde el ciclo de vida, crecimiento, desarrollo y envejecimiento ocurren
rapido (e.g. Coturnix japonica, que vive hasta 3 afios en vida silvestre; Ottinger, 2001), y se
asociaria con una mayor mortalidad de los adultos, ya que se considera un buen predictor
de la probabilidad de volver a unirse como pareja la siguiente temporada. También la EPO
se asociaria con la reduccion del cuidado parental, donde la hembra no arriesgaria su éxito

reproductivo si el macho la abandona (Moller & Birkhead, 1993).

Griffith et al. (2002) estimaron que més de un 50% de la variabilidad inter-
especifica en EPP ocurre a nivel de familia y 6rdenes, sugiriendo que las diferencias entre
especies han sido determinadas durante la historia evolutiva de los linajes de aves (e.g., en
diferencias en estrategias reproductivas, tipo de cuidado parental y rasgos de la historia de
vida entre los distintos linajes). Sin embargo, a nivel intra-especifico, la presencia de EPP
estarfa determinada por factores genéticos y ecoldgicos contemporaneos. Johnsen & Lifjeld

(2003) evaluaron la influencia de factores ecoldgicos en la presencia de copulas extra



pareja en Luscinia svecica y encontraron que, en nidos donde habian crias extra-pareja, la
ocurrencia de las copulas extra pareja dependia de la temperatura al amanecer, momento en
el que las cépulas ocurren. Esto sugiere una relacién causal entre la temperatura ambiental
y la frecuencia de EPP en esta especie, ya que al comienzo de la temporada reproductiva
aun existen zonas que siguen cubiertas de nieve, forzando a las aves a dedicarle més tiempo

a la regulacion de la temperatura, limitando las actividades reproductivas.

La variedad conductual asociada a EPP es otro aspecto interesante. Se ha postulado
que las hembras participan activamente en la decision de tener cOpulas extra pareja con
diferentes machos (Griffith et al., 2002; véase ademas Townsend et al., 2010). Sin
embargo, Yezerinac et al. (1995) describen que los patrones de seleccion de pareja asociada
a la ocurrencia de copulas extra pareja no dependen solo de la hembra. En algunas
especies, la hembra inducirfa la competencia entre machos (e.g., Hoi, 1997), mientras que
en otros casos, la hembra seria forzada a copular con machos distintos a su pareja,
sufriendo lesiones y heridas al resistirse (e.g., McKinney et al., 1983). Otra conducta
observada es la proteccidn excesiva de la pareja, donde el macho sigue muy de cerca a la
hembra durante su época fértil (Komdeur er al., 1999). Como se menciond previamente, la
presencia de EPP pareciera explicar muchas conductas reproductivas encontradas en aves
socialmente mondgamas, tales como proteccién de la pareja y ocurrencia de un gran

namero de copulas dentro de la pareja.

La infidelidad o EPP ocurre generalmente inducida por el macho, ya que éstos
ganarian en nimero de descendencia sin tener que invertir en el cuidado parental de esa
descendencia. Se han descrito tanto casos en que los machos fuerzan a las hembras a
copular (e.g., patos y aves coloniales; Birkhead & Moller, 1992) como casos donde los
machos dejan su propio territorio para copular con otras hembras (e.g., urraca; Buitron,
1983). Aunque se han encontrado casos en los que las hembras abandonan su territorio para
buscar machos extra-pareja (e.g., tordo; Gray, 1997), en la mayoria de las especies, la
hembra participa de copulas extra-pareja sélo cuando su pareja esta ausente, sugiriendo que
la deteccion de la infidelidad conlleva altos costos para la hembra (Birkhead, 1998). Esto

podria explicarse por una reduccion en el cuidado parental por parte del macho en respuesta
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a la bisqueda de copulas extra-pareja por parte de la hembra (Dixon ef al., 1994
Matysiokova & Remes, 2012).

Desde el descubrimiento de la existencia de EPP, los beneficios para los machos que
participan en las cépulas extra-pareja han sido obvios, ya que ellos pueden incrementar su
éxito reproductivo drasticamente al producir crias que no le generan costo alguno de
cuidado parental. Por tanto, la presencia de EPP resultaria de un balance entre los costos y
beneficios para la hembra, el macho dentro de la pareja y el macho fuera de la pareja
(Webster et al., 2007). De la misma forma, Yezerinac et al. (1995) sugirieron que los
beneficios directos para los machos que tienen descendencia en otros nidos, es superior a

los costos de realizar cuidado parental sobre descendencia ajena,

La varianza en el éxito reproductivo de los machos se produce por diferencias entre
(1) la cantidad de parejas sociales, (ii) la fecundidad de las parejas sociales, (iii) la habilidad
para proteger el nido de machos extra-pareja y (iv) el éxito en obtener fertilizaciones extra-
pareja (Webster et al., 1995). Por tanto, aunque teéricamente se pensd que la seleccién
sexual en aves mondgamas era baja, empiricamente se ha visto que incluso valores bajos de
EPP, aumentan la oportunidad de seleccion sexual, siendo ésta mayor cuando una pequefia
proporcion de los machos engendra la mayoria de los polluelos (Moller & Birkhead, 1994).
Sin embargo, la seleccion sexual tendria muy poca oportunidad de actuar, si las ganancias
de paternidad fuera de la pareja se contrarrestan a las pérdidas de paternidad al interior del
nido (Dunn & Cockburn, 1999).

Actualmente, muchos investigadores concuerdan que las hembras juegan un papel
activo en la bisqueda y/o participacion de las copulas extra-pareja, tal como ha sido
observado en un amplio rango de especies (véase Augustin, 2012). Sin embargo, aunque el
origen evolutivo y la mantencién de esta conducta hayan sido ampliamente estudiadas en
las dltimas décadas, atin no existe consenso en relacion a la significancia adaptativa del
EPP para las hembras (Schmoll, 2011). Ante esto, existen una serie de teorias que intentan
explicar la ocurrencia de EPP, separando los beneficios para la madre en directos e

indirectos. Asi por ejemplo, en la hipétesis de los beneficios directos, se plantea que las
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hembras ofrecerian la paternidad a un macho fuera de la par¢ja para conseguir un recurso
puntual (véase Griffith er al, 2002). Estos beneficios (no-genéticos) generarian
directamente, un aumento en la adecuacion bioldgica de las hembras, via el aumento de la
sobrevivencia de la madre o de su tasa de fecundidad (Kirkpatrick & Ryan, 1991). Existe
evidencia empirica de beneficios directos en la adecuacién de las madres a través de la
obtencion de suministro de alimento (Gonzalez-Solis er al., 2001), defensa frente a
predadores y/o proteccion del nido (Reynolds, 1996; Gray, 1997). Sin embargo, uno de los
mecanismos mas aceptados de beneficio inmediato o directo, seria asegurar el éxito

reproductivo frente a la infertilidad de la pareja (Wetton & Parkin, 1991).

Por otro lado, en la linea de hipétesis sobre beneficios indirectos, la existencia a
nivel intra-especifico de la EPP, estaria dado por el mejoramiento de la calidad genética de
la descendencia (Petrie ef al., 1998). Es decir, los beneficios serian para las crias, y la
hembra se beneficiaria indirectamente. Aqui, la mayor adecuacion biolégica de una madre
con crias extra pareja, en comparacion con una hembra que no presenta EPP, estaria dada
por los beneficios en la adecuacion biologica de sus crias. La hipétesis de mejoramiento en
calidad genética cuenta con un amplio apoyo empirico (véase Charmantier ef al., 2004). En
esta hipdtesis de beneficio genético se postulan tres predicciones principales (Neff &
Pitcher, 2005): (i) los machos elegidos por hembras en la EPP deben ser distintos a las
parejas socialmente estables, en al menos un rasgo que refleje calidad genética para la
hembra, (ii) las crias extra-pareja (EPO) deberian tener mayor adecuaciéon que sus medio-
hermanos nacidos a partir de copulas dentro de la pareja socialmente estable, y (iii) la
presencia de EPP deberia estar positivamente correlacionada con el grado de parentesco

dentro de la pareja, particularmente si éste es alto.

A nivel mas especifico, las hipdtesis de beneficios indirectos se han clasificado en
tres: (i) los genes buenos; (ii) compatibilidad genética; y (iii) diversidad genética (véase
Griffith ef al., 2002; Ak¢ay & Roughgarden, 2007; Kempenaers, 2007). En el caso de (i) la
hipétesis de los genes buenos, la descendencia obtendria rasgos favorables para su
adecuacion biologica. La hipdtesis predice que las hembras eligen tener copulas extra-

pareja con machos que presentan caracteristicas de mejor calidad (Weatherhead &
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Yezerinac, 1998). Los machos muestran su calidad genética a través de sus rasgos
morfologicos (e.g., coloracién, tamafio del plumaje, tamafio corporal) y/o despliegues
conductuales, tales como largo y composicion del canto, formacién de nidos y cuidado
parental, entre otros. Incluso la edad se considera un reflejo de buena calidad genética, ya
que demuestra directamente la viabilidad del individuo (Augustin, 2012). La edad se ha
correlacionado positivamente con la presencia de crias extra pareja en diversas especies
(Trivers, 1972; Manning, 1985; Kokko & Lindstrom, 1996). Por otra parte, como no todas
las hembras tienen acceso a los machos genéticamente superiores, solamente algunas

hembras se beneficiarian de las copulas extra pareja (Cohas ef al., 2006).

En el caso (ii) de la hipétesis de la compatibilidad genética, cada hembra tiene sus
propias preferencias y el beneficio genético para la descendencia estaria dado por la
interaccion entre las contribuciones genémicas maternas y paternas (Zeh & Zeh, 1997). Si
bien no existe mucha evidencia empirica en aves, en roedores se ha demostrado
experimentalmente que, tanto machos como hembras, tienen distintas preferencias al
momento de escoger pareja para reproducirse (Ryan & Altmann, 2001), y que emparejarse
(y copular) con la pareja de preferencia, genera efectos positivos en la adecuacion biologica
de la descendencia, en comparacion con la descendencia de parejas en las cuales el macho o

la hembra no eran de la preferencia del otro (Gowaty ef al., 2003; Drickamer et al., 2003).

Finalmente, en (iii) la hipétesis de la diversidad genética se postula que individuos
con mayor grado de heterocigosidad tienen menor probabilidad de presentar alelos
deleterios y mayor probabilidad de presentar rasgos ventajosos producto de la variabilidad
genética (e.g., en genes del complejo mayor de histocompatibilidad MHC, véase Landry et
al., 2001), por lo que se considera el porcentaje de heterocigosidad como un buen indicador
de adecuacion biologica. En aves, la heterocigosidad individual ha sido asociada
positivamente con la sobrevivencia de las EPO, el éxito reproductivo y con rasgos de
seleccion sexual (Foerster et al., 2003; Hansson ef al., 2001; Seddon ef al., 2004; Marshall
et al., 2003).

Por lo tanto, la ocurrencia de EPP estarfa asociada con la similitud genética de la
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hembra y su pareja social. Esto se ha observado en el “maluro espléndido” Maluras
splendens (Tarvin et al., 2005), en el “frailecillo blanco” Charadius alexandrinus, el
“correlimos de Alaska™, Calidris mauri y el “andarrios chico™ Actitis hypoleucos
(Blomqvist ef al,, 2002). Sin embargo, Schmoll ef al. (2005) propusieron que esta hipétesis
no explicaria la seleccion sexual en muchas especias, y que, por el contrario, se restringe a

un grupo acotado de taxa (e.g., Charadriiformes).

Si bien los rasgos usados por las hembras para categorizar la calidad genética de los
machos son diversos y en muchos casos desconocidos, es posible encontrar asociaciones
con rasgos morfologicos que parecieran ser importantes para la hembra en la eleccion de la
pareja social (Slagsvold ef al., 2001). Rasgos sexuales como el plumaje, tamafio corporal, y
sefiales de cortejo, han evolucionado a través de la seleccién sexual. En muchas aves
socialmente monégamas se encuentran estos rasgos y la presencia de EPP explicaria el
fenémeno, ya que si las copulas fuera de la pareja son frecuentes, existirfa un mayor
diferencial de éxito reproductivo entre los machos, generando una seleccién sexual m4s

intensa que con la monogamia reproductiva (Macedo et al., 2008).

Ademds, algunas especies monomorficas parecen haber experimentado eventos de
seleccion sexual reciproca en ambos sexos, debido a que presentan rasgos conspicuos que
no cumplirian otras funciones si no de atraccion sexual, a pesar de ser ambos sexos
fenotipicamente similares. En el caso del cisne Cygnus atratus, la presencia de plumas
rizadas usadas en despliegues sociales de dominancia, se correlaciona intensa y
positivamente con el éxito reproductivo y, por tanto, corresponderia a una sefial confiable

de calidad genética para la eleccion de pareja para ambos sexos (Kraijeveld et al., 2004).

Lehtonen et al. (2009) evaluaron la presencia de EPP en relacién con la
coloracion del plumaje y la edad del macho en una poblaciéon de Ficedula hypoleuca. El
100% de padres (machos) extra-pareja tenia al menos 2 afios y la probabilidad de criar hijos
genéticamente no propios se relacionaba positivamente con la decoloracion UV del parche
blanco en el ala. Ademas, encontraron que 11 de los 12 padres extra-pareja identificados,

residian a menos de 200 metros del padre social “engafiado”. Por lo mismo, eventualmente
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los efectos de los rasgos morfolégicos (e.g., coloracién del plumaje) de los machos no se
relacionarian con EPP del total de los machos de la poblacién, sino en relacién con los

machos vecinos.

En conclusion, existen multiples factores que podrian influenciar cuando y con qué
macho las hembras tendrian copulas extra-pareja. Ademas, los rasgos de los machos que
influencian a la hembra a buscar una pareja externa, no necesariamente son los mismos

rasgos usados por la hembra para elegir al macho extra-pareja.

Para identificar la presencia de paternidad extra-pareja al interior de una poblacion,
0 especie, es necesario comparar las paternidades genéticas con la paternidad social
observada en terreno. Los recientes avances en técnicas genéticas han ayudado a evaluar la
biologia de poblaciones silvestres terrestres y marinas de muy diversos taxa. La aparicion
de la huella genética del ADN en la década de los 80’ llevé a un incremento en los analisis

de paternidad (Dawson et al., 1997), a través de la identificacion de marcadores genéticos.

Los marcadores genéticos que poseen alta variaciéon intra-especifica, son
herramientas muy ttiles para conocer la biologia reproductiva y social de una determinada
poblacién. Queller ef al. (1993) describieron al marcador ideal como uno que presente loci
distinguibles, con alelos co-dominantes permitiendo diferenciar individuos homocigotos y
heterocigotos, que no se identifique ambiguamente y que la informacién, logisticamente,
sea facil de obtener. Los marcadores moleculares de ADN denominados microsatélites,
cumplirfan con estos criterios (Dawson ef al., 1997), ya que son regiones del genoma en las
que una secuencia corta, 2-6 pares de bases, se repite un cierto nimero de veces, donde
cada locus microsatélite tiene alelos con distinto nimero de repeticiones, lo cual se
evidencia en bandas de distinto tamafio mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Espinoza et al., 2007). Ademas, los microsatélites presentan altas tasas
de mutacién, lo que permite obtener un alto nimero de alelos en las poblaciones, base para

diferenciar individuos estrechamente emparentados (Zhang, 2004).

Existen diversos métodos para la determinacion de paternidad. Jones & Ardren
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(2003) clasificaron 4 técnicas: (1) exclusion, (ii) atribucion categdrica o asignacion parental,
(iii) atribucion parcial y (iv) reconstruccion parental. Donde (i) el método de la exclusion se
basa en las leyes de herencia mendeliana y, compara el genotipo del padre candidato con un
hijo en particular, usando las incompatibilidades genéticas para rechazar una particular
hipétesis de asignacién de paternidad (Jones et al., 2010). (ii) La atribucién categérica o
también llamada asignacion parental, puede ser usada para elegir entre los padres
candidatos no-excluidos. Aqui, toda la descendencia es asignada al padre con la mayor
probabilidad de ser el padre genético (Jones e al., 2010). (iii) En el caso de la asignacion o
atribucioén fraccionada, funciona de manera similar al anterior, pero aqui se asigna un
determinado numero de crias parcialmente a cada candidato no-excluido basandose en las
probabilidades relativas (Devlin et al., 1988). Por ultimo, (iv) la reconstruccion parental
utiliza los genotipos de los hermanos (y medios-hermanos) para reconstruir el genotipo de

los padres, compartiendo al menos un padre (Jones & Avise, 1997).
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Aphrastura spinicauda

El rayadito Aphrastura spinicauda, es un furnarido de pequefio tamafio (11g en
promedio), insectivoro abundante de bosques templados meridionales de Chile y Argentina
(Moreno et al., 2005; Cornelius, 2008). Se distribuye desde Chile central (31°S) hasta
Tierra del fuego y Cabo de hornos (56°S), tanto en la cordillera de los Andes como en la
costa. Durante la época reproductiva es territorial (Ippi ef al., 2011), y en la época no-

reproductiva viajan en bandadas mixtas (Ippi & Trejo, 2003).

A. spinicauda es socialmente mondgamo y ambos padres comparten el cuidado de
las crias. Presentan diferencias en la biologia reproductiva que los distinguen de aves que
anidan en cavidades naturales de bosques templados en el hemisferio norte. Estas
diferencias se dan en cuanto a que presenta asincronia reproductiva, postura de huevos en
dias alternados, nidadas pequefias, huevos de gran tamafio y largos periodos de tiempo de
dependencia parental (Moreno ef al., 2005; véase ademas Quilodrén ef al., 2012). Los
rayaditos construyen sus nidos utilizando rizomas, hierbas y pelo de mamiferos, durante al
menos una semana. Muestran gran asincronia a nivel poblacional (septiembre a diciembre)
en el inicio de la puesta, la cual es de 3 a 6 huevos, puestos en dias alternos. Los polluelos
permanecen en el nido por 3 semanas, momento en el cual alcanzan el tamafio adulto en
relacion a la longitud del tarso, pero su plumaje es menos desarrollado y pesan mas que los

adultos (Moreno et al., 2007).

Dentro de lo que se conoce de la biologia reproductiva del rayadito, si bien no
presenta dimorfismo sexual evidente, posee rasgos que sugieren seleccion sexual en ambos
sexos. Moreno et al. (2007) encontraron que los machos eran entre un 2% a un 10% mas
grandes en masa, largo del tarso y largo del ala. Machos mas pesados se apareaban con
hembras mas pesadas, y machos de color mas suave, se apareaban con hembras de color
mas suave. Ademds, el rayadito posee una cola larga y espinosa, que no tiene funcion
aparente para forrajeo o soporte, y podria ser utilizada como un rasgo indicador de calidad
genética, sexualmente atractivo en ambos sexos (Moreno et al., 2007). Este fenémeno se ha

descrito en varios grupos de aves, incluyendo furnaridos, donde existe un costo
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aerodindmico de colas més largas y su presencia se explicaria a través de seleccién como
indicador de calidad (Johnstone, 1995).

Los rasgos conductuales de cuidado parental compartido y los rasgos morfolégicos
que demuestran seleccién de parcja no azarosa, en conjunto con rasgos morfoldgicos sin
una funcion aparente (e.g., cola larga), sugieren que el sistema de apareamiento seria
monogamia social, pero no reproductiva. Se espera, por tanto, encontrar presencia de
paternidad extra-pareja, donde las nidadas estén compuestas por crias de mas de un macho.
También es esperable que haya diferencias en el éxito reproductivo de los machos
muestreados, generandose una diferencia entre machos ganadores y machos perdedores de
paternidad. Por ultimo, es esperable encontrar mayores niveles de infidelidad en nidadas

donde la pareja social presente altos valores de parentesco.

El presente trabajo es el primer estudio orientado a identificar la presencia (o
ausencia) de crias extra-pareja en una poblacién de rayadito ubicada en la isla Navarino,
Region de Magallanes. Alin mas, este es el primer trabajo de investigacion dedicado a
analizar el sistema de apareamiento de una especie de la familia Furnariidae, una familia

que contiene mas de 210 especies en el Neotrdpico (Remsen, 2003).
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HIPOTESIS

El rayadito es una especie socialmente mondgama con rasgos fenotipicos indicadores de
seleccion sexual y diferencias en el éxito reproductivo de los distintos individuos, por lo

cual existiria paternidad extra-pareja en las nidadas, relacionada con el grado de parentesco

dentro de la pareja social.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la ocurrencia de crias extra-pareja en una poblacién de rayadito (dphrastura

spinicauda) durante una estacion reproductiva.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la presencia de paternidad extra-pareja en A. spinicauda.
Determinar el sexo de todos los individuos.
b.  Genotipificar a los individuos a través del uso de microsatélites para la especie.
c. Identificar la paternidad en las crias de cada nidada y comparar los resultados de

paternidad genética con la paternidad social.

2, Evaluar las diferencias en el éxito reproductivo de los machos en relacién con la

presencia de paternidad extra-pareja.

3. Realizar analisis de parentesco entre las parejas sociales e identificar su relacién con

la presencia de paternidad extra-pareja.

4. Identificar relaciones entre rasgos morfolégicos de los padres (machos y hembras) y

la presencia de paternidad extra-pareja.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Entre los meses de octubre y diciembre 2010 se evalué una poblacién de Aphrastura
spinicauda ubicada en la Isla Navarino (54°55°S y 76°40°0), Region de Magallanes, Chile
(Figura 1).

del Fuego

Figura 1. Ubicacion geografica de la isla Navarino, Chile.

Toma de muestras

Para la revision de la biologia reproductiva del A. spinicauda se usaron los
protocolos utilizados previamente por Moreno ef al. (2005). Se dispusieron 180 cajas-nido
en distintos parches del bosque. Se revisaron las cajas nido a contar de mediados de
septiembre para registrar los dias de postura y eclosion. Los adultos se capturaron mediante
trampas nido, aproximadamente al dia 13 desde la eclosién (14 dias de edad de los
polluelos) (Moreno ef al., 2007). Debido al corto periodo de tiempo durante el cual los

adultos son separados de sus crias (30 min), solo efectos a corto plazo pueden observarse en
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los pichones (reducciones de cuidado parental y peso de los pichones), siendo improbables
efectos a largo plazo en la sobrevivencia de los pichones (van Dongen ef al, 2009). Se
marcaron todos los individuos capturados, con un anillo de aluminio numerado en la pata
derecha. Se registro el peso (Pesola Baar, Suiza, rango 0,1 gr.), largo del tarso, del pico, del
ala y de ambas rectrices de la cola (calliper digital con rango 0,1 mm). Los polluelos
también fueron capturados desde la caja nido el dia 13, y se les puso un anillo de aluminio
enumerado en la pata derecha, se registré su peso, largo de tarso, pico y ala. También se
utilizaron redes ubicadas cerca de las cajas nido, para capturar la mayor cantidad de
individuos de la poblacion. De cada individuo de 4. spinicauda capturado, tanto juveniles
como adultos, se les extrajo una muestra de sangre (30ul) por puncién de la vena braquial
con un capilar de microhematocrito (véase Moreno et al., 2007). Luego de las mediciones y
extraccion de sangre, todos los individuos fueron liberados en el mismo lugar de captura.
De la sangre extraida, se deposit6 el total del volumen en tarjetas FTA®, disefiadas para

almacenar y conservar el ADN para los andlisis moleculares posteriores.

Analisis genético

1. Sexado

a) Extraccion de ADN: Se realizo la extraccion del ADN de la sangre colectada, usando
digestiéon con proteinasa K y precipitacién con etanol a través del kit de extraccion

“UltraClean DNA BloodSpin Kit” (MoBioLaboratories, Carlsbad, California, E.E.U.U.).

b) PCR: Mediante la técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR), se identificé el
sexo de los individuos utilizando los productos sexo-dependientes CHD-W (exclusivo
hembra) y CHD-Z (exclusivo macho) los cuales son posible de visualizar en gel de agarosa
al 3%. Para obtener estas bandas sexo-dependientes se realizaron PCR en 20 pul de volumen
final usando 0,5 U TagPolymesare (Biotools, Madrid, Espafia), 200 pl dNTP’s, ImM Taq
Buffer con MgCl; y 10 pmol de partidores 2550F y 2718R los cuales amplifican la
secuencia CHDI (proteina ligadora de ADN cromo-helicasa) presente en los cromosomas

W y Z de aves (Moreno ef al., 2007). Los productos del PCR se separaron mediante
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electroforesis a 90V en gel de agarosa en Buffer TAE (trishidroximetilaminometano-
acetato). Los productos amplificados corresponden a CHDIW de 450 pares de bases y
CHD1Z de 600 pares de bases. Los individuos fueron sexados como hembras
(heterogaméticas, WZ) cuando ambos fragmentos eran amplificados y como machos
(homogaméticos, ZZ) cuando s6lo se visualizaba una banda de 600 pares de bases (véase

Moreno et al., 2007).
2. Microsatélites

Se genotipificaron 10 loci de Rayadito. El clonamiento y aislamiento de los
microsatélites se realizé en Craig Newton ATG genetics (Canad4). Cada reacciéon de PCR
de un volumen total de 12 ul contuvo 1,2 ul de PCR Buffer 10X, 2,5 mM de MgCl12, 0,5
uM de cada partidor, 200 uM de cada DNTp, 0,05 unidades de TaqPlatinum (invitrogen) y
10 ng de DNA gendémico diluido. Las condiciones del termociclador fueron de 3m a 95°C,
35 ciclos de 95°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 90s y para finalizar 72°C por 5m. Para
visualizar la amplificacién del fragmento deseado se analizaron los productos de PCR
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con tincién de bromuro de etidio como

agente intercalante.

Para realizar la genotipificacion de los individuos en un secuenciador automatico de
DNA (ABI 3730), el partidor reverse fue marcado con un fluoroforo excitable. Se utilizo el
servicio GeneScan ofrecido por la empresa norteamericana UIUC Core Sequencing
Facility, E.E.U.U. (https://unicorn.biotec.illinois.edu/). Para el analisis de los resultados
entregados se utilizo el programa de andlisis de fragmentos de DNA GeneMarker
(SoftGenetics Inc.).

Se utilizd el programa Microchecker v.2.2.3 para evaluar posibles tartamudeo
(stuttering) en el tamafio de bandas, amplificacién predominante de alelos pequefios
(dropout), ausencia de bandas en el gel (alelos nulos) y eliminar los posibles errores de
excesos en la identificacion de homocigotos (Van Oosterhout er al., 2004). Luego, el

nimero de alelos, la heterocigocidad esperada y observada para cada locus se estimd

22



mediante la utilizacién de GenePop V.4 (Raymond & Rousset, 1995) y comparada con los

datos obtenidos en Cervus 3.0.3.

3. Paternidad

El analisis de paternidad se realizé con el programa Cervus 3.0.3 (Field Genetics Ltd.
UK), que mediante el uso de loci codominantes, permite la comparacion genética de varios
posibles padres con varios polluelos e incluye los genotipos de las madres para ofrecer
mejores probabilidades de asignacion a cada padre. Se estima un rango de probabilidades
(LOD) para cada candidato, con un predeterminado nivel de confianza, asignado la
paternidad de cada polluelo al candidato més probable (Marshall ef al., 1998). Una de las
ventajas de este programa sobre otros (e.g. Kinship) es que utiliza las diferencias entre los
valores de LOD del macho mds probable y el segundo macho mas probable como su linea
de corte (su propia prueba estadistica). Ademas, es capaz de asignar rangos de confianza
estadistica a la asignacion de pares padre-hijo entregados, reportar valores de confianza

esperada y calcular lar probabilidades de exclusion (Lehtonen ef al. 2009).

Para confirmar los valores obtenidos y darle robustez al analisis de paternidad, se utilizé el
programa Gerud 2.0 de reconstruccion de genotipos parentales a partir de los datos multi-

locus de la descendencia (Jones, 2001).
4. Parentesco

Se realiz6 con el programa Kingroup v.2, que permite reconstruir el 4rbol genealdgico
y determinar parentesco mediante la estimacion de la probabilidad de obtener un alelo por
herencia (Konovalov ef al., 2004). Esta etapa se desarroll6 en el Laboratorio de Ecologia
Molecular del Departamento de Ciencias Ecolédgicas de la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Chile, con la supervision del Dr. Elie Poulin.
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Analisis estadisticos

Para evaluar las diferencias en el éxito reproductivo de los machos se realizé una
prueba de Chi cuadrado (y°), mientras que para estudiar las relaciones entre parentesco,
rasgos morfoldgicos y la presencia de paternidad extra-pareja, se realizaron andlisis de

regresion lineal multiple utilizando el programa computacional IBM SSPS Statistics v.18.
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RESULTADOS

Un total de 142 muestras de sangre fueron recolectadas para el estudio,
correspondientes a adultos (n = 42) y polluelos (n=100) provenientes de 21 familias
(nidos). El sexado se realiz6 a través de técnicas moleculares basadas en detecciéon de ADN
(vease en Griffith, 2002). Como se observa en la Figura 2, los productos amplificados del
gen CHD en el cromosoma W es de 450 pares de bases (pb) de longitud aprox. (exclusivo
hembra) y de 600 pares de bases en el cromosoma Z (exclusivo macho). En el gel de
agarosa al 3% fue posible visualizarlos como una banda tnica en el macho (ZZ), mientras
que en las hembras se obtienen 2 bandas de distinto tamafio, correspondientes a los
productos de las amplificaciones de los genes CHD-Z y CHD-W. En la Tabla 1 (Anexo 1)
s¢ observan los individuos muestreados en cada nido, clasificando madres, padres sociales
y los polluelos sexados por nido. Se encontraron 4,76 + 0,21 crias por nido (moda = 5), con

una proporcion de 2,5 + 0,20 de hembras por nido (media + EE, n=100).

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 3% para la identificacién de sexo en los
individuos muestreados. Los machos se identifican por la presencia de una sola banda
proveniente del producto de amplificacion de los cromosomas ZZ (como se observa en el
circulo azul), mientras que las hembras muestran 2 bandas correspondientes a los
cromosomas W y Z (circulo rojo). La primera columna indicada con la flecha negra,
corresponde al marcador de peso control. Cada una de las siguientes columnas corresponde
a un individuo distinto.
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Se genotipificaron 9 nuevos loci microsatellite de Rayadito (Tabla 2) los cuales
presentaron buen bandeo. Otros loci no amplificaron por lo que fueron dejados fuera del

estudio poblacional.

Tabla 2. Lista de los microsatélites identificados para Aphrastura spinicauda. Se detalla
cada motivo repetido entre paréntesis y su niimero de repeticiones, el tamario del alelo (en
pares de bases) y el color utilizado para su visualizacién.

Nombre del Motivo Tamafio del alelo Marca de

Locus Repetido (pb) Color
1 (TG)18 234 Negro

*} (CA)9.(CA)7 186 Rojo

3 (G113 331 Azul
¥3 (TG)16 192 Negro

7 (TG)13 228 Azul

*8 (CA)9 228 Rojo
*10 (TG)27 179 Verde

*14 (GATA)13 184 Azul
18 (TG)8 221 Verde

Para visualizar la amplificacion de los fragmentos, se analizaron los productos de
PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con tincién de bromuro de etidio. En
la Figura 3 se visualizan las bandas consistentes con la amplificacion del locus *10. Se
observé variabilidad en los tamafios de las bandas, lo que sugiere altos valores de

polimorfismo (Ellegren, 1992). Este patron se repitié en los 9 locus utilizados.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la visualizacion de las bandas
consistentes con la amplificacion del locus *10 (de 179 pb). La primera y ultima columna
corresponde a los marcadores de peso molecular. Si bien los 7 individuos muestreados

(enumerados del 1 al 7) presentan bandas cercanas a lo esperado, se observa variabilidad en
las bandas.

Para el anélisis de paternidad, se evaluaron 137 individuos (97 polluelos, 21 madres
y 19 padres). Una vez obtenida la genotipificacién de los individuos, se revisé la calidad
informativa de cada loci. Se eliminé el locus 1 por determinarse alelo nulo, como lo
recomiendan Jones & Ardren, (2003). Tampoco fueron utilizados los alelos 7 y *10 por
presentar alto niimero de individuos sin caracterizar. Por lo tanto se utilizé 6 de los 9
microsatélites. La descripcion de la metodologia utilizada y los software aplicados se
detalla en el Anexo 2. Una vez obtenidos los pares de padres mas probables para cada
polluelo, se comprar los padres sociales con los padres genéticos mas probables. Se obtuvo
una clara concordancia entre la paternidad observada en terreno y la asignacion de
paternidad genética. Se consideré sélo individuos que tuvieran datos de genotipificacion
para al menos 3 loci. Del total de individuos, 2 padres y 1 polluelo fueron excluidos por no

tener la genotipificacion minima.

De los 97 polluelos, 55% fueron atribuidos a sus respectivos padres sociales (53),
44% (43) a paternidad extra-pareja y un 1% no fue determinado (1 polluelo no
genotipificado). Las crias extra-pareja se distribuyeron en 16 de 19 nidadas, observando
una frecuencia de presentacion de EPP del 84,3%. En la Tabla 7 (Anexo 2) se muestran las

comparaciones de paternidad observada y genética mas probable. Los patrones de EPP a
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nivel poblacional se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de los patrones de EPP observado a nivel poblacional.

Afio Nidos Nidoscon % Nidoscon Polluelos EPO % EPO
EPP EPP (crias extra-pareja)
2010 19 16 84,3 96 43 44

Dentro de las nidadas fue posible encontrar distribuciones del 0 al 100% de

paternidad extra-pareja. La distribucion de presentaciéon de EPP para cada nido, se visualiza

en la Figura 3.

e oo
¥ e P

Rango de EPP
(% de crias extra-pareja)

YD kS e A% a0 N0 @ Nidos

Figura 3. Rango de EPP, expresado como la razon de crias extra-pareja en relacion al total
de crias del nido, para cada nidada estudiada, segin los datos obtenidos en Cervus 3.0.3

(n=19). Se observan 3 nidos sin EPP (nidos 7, 11 y 14), y 3 nidos donde todos los polluelos
son de EPP (nidos 6, 8, y 15).
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Se realizo ademas la reconstruccion de los genotipos parentales a partir de la
progenie con el programa Gerud 2.0. Al comparar los resultados obtenidos por ambos
programas computacionales, se logra confirmar la presencia de paternidad extra-pareja. Los
resultados ademas son bastante similares en cuando a la atribucién de paternidad genética
al padre social y a la identificacién del macho extra-pareja en cada nidada. El detalle de lo
obtenido con este programa, asi como las diferencias comparativas al programa Cervus

3.0.3 se encuentran en extenso en el Anexo 2.

Dentro de las 21 familias estudiadas, hubo 2 (Nido 27 y Nido 49), donde no se
conté con la genotipificacién del padre social. El programa Cervus 3.0.3 le atribuyé la
paternidad a los candidatos conocidos més probables y Gerud 2.0, que detecté dos
genotipos distintos al de los machos muestreados, sugiere que los padres de estos polluelos
no estarian dentro de los machos genotipificados. Por lo tanto, no se consideraron esos
datos para la determinacién de frecuencias de EPP por nido. Por tanto, los andlisis se

realizaron considerando un tamafio muestral de 19 familias (n=19).

Basandose en las comparaciones de genotipos maternos con sus crias, no se observo
evidencia de parasitismo intra-especifico. Esto fue posible corroborarlo mediante ambos

programas empleados (Cervus 3.03 y Gerud 2.0).

En una caja nido (nido n° 129), al padre social no se le pudo otorgar la paternidad de
ningin polluelo del propio nido ni del total de polluelos muestreados (n=96)
considerandolo, por lo tanto, perdedor de paternidad. En contraparte, tres nidos presentaron
100% de concordancia entre la paternidad genética y la social, asignandole la paternidad
total de la nidada al padre social. Todos los machos de estas familias, presentaron
asignaciones de paternidad en otros nidos (EPP), por lo que serian machos ganadores de
paternidad (exitosos) dentro de este muestreo. Del total de machos evaluados (19), a 18 se
le atribuyeron crias genéticamente propias. De éstos, ocho machos extra-pareja tendrian al
menos crias extra-pareja en mas de 1 nido, y 6 habrian fertilizado exitosamente mas de 1

huevo por nido ajeno.
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Para visualizar la pérdida o ganancia de paternidad (machos perdedores versus
ganadores), se compard para cada macho, su capacidad de generar descendencia dentro de
la pareja y su capacidad para actuar como macho extra-pareja y tener crias en otros nidos.
La frecuencia (%) entre machos perdedores y ganadores en esta poblacion se grafica en la
Figura 4. Al comparar entre machos, es posible observar que aquel macho que fertiliz6 el
100% de los huevos de su nido, también fue capaz de generar descendencia en nidos

ajenos.
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Figura 4. Comparaciéon de machos en relacion a la capacidad de obtener crias fuera de la
pareja (EPO), a la capacidad de tener crias dentro de su nido, con o sin EPP. Los valores
corresponden a la frecuencia porcentual en relacion al total de machos muestreados. El
recuadro blanco corresponde a los machos que no tuvieron crias dentro del nido (WPO =
100% EPP), el gris, a los que tuvieron paternidad extra-pareja al interior de sus nidos (con
al menos 1 cria EPP dentro del nido) y, el negro a los que no criaron hijos de otros (0%
EPP).

Las crias producidas aparente fue de entre 3 y 6 polluelos, con un promedio de 4,63;
mientras que el nimero de crias producidas real promedi6 4,42 y vari6 entre 0 y 8. Si bien
dos tercios de los machos ganaron paternidad fuera del nido (macho extra-pareja = 13/19),
tres de cada cuatro de estos machos, perdieron paternidad al interior de sus nidos, ya que
criaron polluelos que no eran propios. Un 15% (3/19) corresponde a machos capaces de
ganar paternidad fuera del nido y dentro de su nido (0% EPP). Por otro lado, de los machos

que no ganaron paternidad fuera del nido, el 100% perdi6 paternidad al interior de su
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nidada. Los machos exitosos son aquellos que engendraron crias extra-pareja y algunos

(10) o todos (3) los polluelos de su nido.

Para comparar el éxito reproductivo de los machos segiin la presencia de crias de
otros machos al interior del nido y, de la capacidad del macho social para tener crias en
otros nidos (Tabla 10), se realizé un analisis de Chi-cuadrado, obteniendo diferencias

significativas entre los distintos grupos (n = 19; xz =9,74; p=10,0018).

Tabla 10. Exito reproductivo de los machos segun la presencia de crias de otros machos al
interior del nido y, de la capacidad del macho social para tener crias en otros nidos. Prueba
Chi-cuadrado (n=19; *=9,74; p = 0,0018).

NIDOS
SinEPP  ConEPP | Total
Con EPO 3 10 13
MACHOS | &' £po 6 0 6
Total 9 10 19

Por otra parte, se realizé el analisis de parentesco entre las parejas sociales mediante
la estimaciéon de la probabilidad de obtener un alelo por herencia (y no por azar). Se
determind el grado de parentesco (r) para cada pareja (Tabla 11 en Anexo 3). En los 3 nidos
donde no hubo EPP, el parentesco fue menor a 0,5. En los nidos con paternidad extra-
pareja, 10 de 16 (62,5%) el r del macho social fue mayor al del macho extra-parejay sélo
en 1 caso, el macho social tenia mayores niveles de parentesco que un macho EPP, pero
menor que el segundo macho EPP. Sin embargo, esto solo se puede observar como una
posible tendencia, ya que al realizar las correlaciones, no se encontraron diferencias
significativas, ni una asociacion que permitiera explicar la presencia de EPP asociada al
parentesco dentro de la pareja social, a través del andlisis de regresion lineal multiple

(Correlacion de Pearson r’= 0,124 con significancia p = 0,612).
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Finalmente, para identificar si existe algiin rasgo morfoldgico que se relacione con
la presencia de paternidad extra-pareja, se realizaron anlisis de regresién lineal multiple.
Las variables incluidas fueron: peso, largo del tarso, del pico, del ala, largo de la cola
izquierda y derecha, largo de rectrices derecha e izquierda y el delta (A) de simetria de las
rectrices (mas larga/mas corta). Estos datos se incluyeron para machos y hembras. Ademés
se incluy6 la relacién de los valores morfolégicos para cada pareja social (e.g.. peso
hembra/peso macho) (Tabla 12, Anexo 4). Las variables asociadas fueron el nimero de
crias extra-pareja (EPP) y el total de hijos genéticos de cada macho. La paternidad extra-
pareja de la nidada se asoci6 positivamente con la asimetria de las rectrices de la cola en las
hembras, explicando més del 70% de la varianza de los datos (n=14; Coeficiente de
variacién estandarizado B = 73,3; ES=18,58; p = 0,016). De la misma forma, machos con
alas mas cortas y rectrices de la cola més simétricas, tendrian un mayor nimero de hijos
genéticos, ya que un 66% de la varianza en el niimero de hijos genéticos, seria explicada
por estas dos variables, siendo la simetria en el largo de las rectrices de la cola, el rasgo
fenotipico mas importante (Tabla 13) (n= 15; Coeficiente de variacién estandarizado
B =-77; ES=4,774; p = 0,001 para simetria de rectrizy B =-36; ES=2,243; p= 0,046 para
el largo del ala).

Tabla 13. Valores de la regresién lineal multivariable para 2 variables dependientes, la
paternidad extra pareja y el nimero de hijos genéticos de los machos.

Variable dependiente: Paternidad extra-pareja

R’ R*ajustado  Error Estandar  Coeficiente 8 Significancia m(f;anma

0,537 0.479 1,4908 0,733 0,016

Simetria rectriz
(A) hembra

Variable dependiente: N° hijos genéticos:

. .

R*  Rlajustado ErrorEstandar  Coeficientep > 2ilcancia

: : (p)
Simetilectiiz . | o0 0,549 1,523 -0.770 0,001
(A) macho
Largo ala 0.131 0.113 1318 0362 0,046
macho
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DISCUSION

Se determinaron 9 nuevos loci para el rayadito (4. spinicauda), con los cuales fue
posible caracterizar genéticamente la poblacién a partir de las 142 muestras recolectadas
durante la estacion reproductiva en la isla de Navarino, de 21 familias diferentes. Si bien el
rayadito es un ave socialmente mondgama, su sistema de apareamiento a nivel genético es
definitivamente més complejo que la monogamia. No se encontré parasitismo
intraespecifico, pero si se encontraron crias extra-pareja, con una frecuencia de
presentacion de EPP del 84,3%. Incluso, se encontré que en tres nidos, el padre crié sélo a
hijos genéticamente ajenos. En estos nidos, las crias fueron engendradas por mas de un

macho extra-pareja.

A través de los andlisis moleculares fue posible sexar a todos los individuos
muestreados. Ademds, mediante el desarrollo de los microsatélites para el rayadito se pudo
obtener informacién sobre la poblacién muestreada, asi como validar los 6 microsatélites
utilizados para los andlisis de paternidad. Con los programas computacionales fue posible
identificar la presencia de paternidad extra-pareja en el rayadito y caracterizar su sistema de
apareamiento. Luego, al comparar entre los distintos machos y en relacion a sus parejas, los
rasgos morfolégicos y la cantidad de hijos engendrados se pudo describir la biologia
reproductiva del rayadito con mayor profundidad, encontrando asociaciones y diferencias
significativas que permiten apoyar al menos parcialmente, la hipétesis planteada en este
trabajo y que, ofrece una amplia y atractiva gama de estudios futuros. De la misma forma,
al no haber encontrado diferencias significativas entre parentesco al interior de la pareja
social y la ocurrencia de paternidad extra-pareja incluye un desafio para proximos estudios,
donde un mayor nimero de familias estudiadas, podria ser un factor relevante para la

determinacion de esta variable.

Para la mayoria de los sistemas bioldgicos, la herramienta genética mas poderosa
para analisis de parentesco y paternidad serian los microsatélites (Jones & Ardren, 2003),

ya que son co-dominantes, de alto polimorfismo, con bajo nivel de mutacién y de relativa
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complejidad en su medicidn e interpretacion. Los microsatélites utilizados presentaron
tamatios aproximados a los esperados, sugiriendo altos valores de polimorfismo (Ellegren,
1992). Este patron se repiti6 en los 6 locus utilizados. El niimero promedio de alelos por

locus fue de 9,5, valor considerado adecuado para anilisis de parentesco (Kalinowski ef al.,
2007).

Por otra parte, la asignacién de paternidad mediante el sistema de exclusion
perfecta, provee una estimacion robusta de varianza en el €xito, pero es altamente dificil de
realizar. Por tanto, Jones & Ardren (2003) sugirieron que, si es posible muestrear todos los
posibles padres, un gran niimero de crias, y si se conoce al menos 1 padre (en este caso la
madre), la técnica de eleccién seria mediante la estimacién del rango de probabilidades
(LOD) corroborada con la reconstruccién parental. Al usar Gerud 2.0 para corroborar las
asignaciones de paternidad de Cervus 3.0.3, si bien se corrobora la existencia de EPP en A.
spinicauda, se observaron diferencias en las frecuencias de presentacién de EPP entre
ambos programas. Esta diferencia podria deberse a las similitudes entre los genotipos de
los machos a los que se les asigna la paternidad. Esto ocurre principalmente en familias
donde no se tienen todos los datos de genotipificacion para los 6 loci estudiados o, cuando
las madres son heterocigotas y pueden existir distintas combinaciones de genotipos, aun
teniendo un solo padre por familia. La diferencia en los datos obtenidos en ambos
programas también pudiera deberse a la metodologia de calculo de cada programa y al
decidir trabajar con un 80% de confianza (Cervus 3.0.3) para asignarle la paternidad al 99%
de los polluelos. Cervus 3.0.3 incluy6 a todos los polluelos que tuvieran minimo de 4 locus
con datos (s6lo se excluyo 1 polluelo), asignandole paternidad al padre mas probable dentro
del total muestreado. Gerud 2.0 por otra parte, no logré asignar la paternidad a 26 polluelos,
porque le asigna paternidad a varios machos simultdneamente o bien, porque determina que

hay un genotipo no muestreado que seria mejor candidato.

La sobreestimacion de EPP ha sido identificada en varios estudios previos.
Ibarguchi et al. (2004) propusieron que se deberia a la alta tasa de mutacién de los
microsatélites (e.g. 4,5 x 10%a 5,1 x 10° por locus , véase en Ibarguchi er al.. 2004), y a

que ésta podria ser guiada por los machos por el alto niimero de divisiones celulares en la
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produccion espermatica en relacion a la produccién de Gvulos y. en menor grado, por la
presencia de mas sitios metilados en lineas germinales paternas, donde las mutaciones son
mas frecuentes. Esto generaria crias legitimas con alelos nuevos, donde las discrepancias
ocurririan con el padre biologico més que con la madre biolégica. Cervus es una buena
herramienta para manejar este problema, ya que utiliza un rango de error conservador (que
incluye errores de transcripcion en la escritura, mutaciones y alelos nulos), atribuyendo
paternidad aun en presencia de discrepancias entre el candidato y la descendencia (véase
Ibarguchi ef al., 2004). La simulacion de confianza en las asignaciones de paternidad usada
por Cervus 3.0.3 es una importante contribucion a la robustez y confianza de los resultados.
Ademas el programa corrige por multiples comparaciones de parejas (padre-hijo) posibles

en comparacion a otros programas que no lo hacen (e.g. Kindship) (Slate et al., 2000).

Los resultados entregados por Cervus 3.0.3 son sensibles al valor estimado de la
proporcién de candidatos machos muestreados. El mimero total de adultos disponibles para
la reproduccion en la poblacién raramente se conoce de los datos campo, por tanto, es
posible que haya algiin macho que pudiera haber aportado en la paternidad y que no haya
sido muestreado. Sin embargo, fue posible identificar un macho (pareja social) para cada
familia muestreada y en terreno sélo fue posible detectar 6 nidos en cavidades naturales,
dentro de la zona estudiada. Ademas se realizaron constantes censos y no se capturaron
individuos sin identificacién. Debido a que los individuos dentro de la poblacién que anida
en esta localidad se encuentran identificados (anillos de colores), fue posible establecer la
ausencia de otros individuos en el 4rea de estudio. Esto ademds sugiere que la proporcion
de machos muestreados, efectivamente, corresponderian a los padres de los polluelos
evaluados. Por tanto, el posible error asociado a muestrear menos candidatos machos es
relativamente bajo. Por lo anterior, no se describen machos no-territoriales (flotantes) en el

area de estudio.

En relacion a las posibles explicaciones del fenémeno EPP en el rayadito, un
aspecto a considerar es la frecuencia de ocurrencia, tanto a nivel intra e inter-especifico. Se
ha planteado previamente, que esto se deberia a una combinacién entre caracteristicas

ontogenéticas, patrones de cuidado parental y oportunidades de promiscuidad a nivel local
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(Griffith et al., 2002). En el rayadito, la ocurrencia de EPP en mas del 80% de las nidadas
concuerda con una especie de vida acelerada (Moreno er a/, 2005). Sin embargo, es

necesario profundizar sobre la oportunidad de promiscuidad en el rayadito.

Por otra parte, estudios sobre la ocurrencia de EPP se han enfocado en determinar
la potencial importancia de la paternidad extra-pareja en la variacién del éxito reproductivo
(Yezerinac ef al., 1995). Los machos con paternidad extra-pareja con mayor cantidad de
crias (ganadores de paternidad), aunque hayan tenido EPP al interior de sus nidos,
engendraron més hijos de los posibles solo al interior del nido (4 padres con > 6 hijos
genéticos en total). Esta diferencia en las ganancias de paternidad entre los machos,
implicaria un aumento del éxito reproductivo de algunos, a expensas de otros. En este
estudio, la presencia de EPP pareciera generar diferencias entre el éxito reproductivo de los
distintos machos, aumentando por tanto, la oportunidad de seleccién sexual en una especie

socialmente mondgama.

Los machos que obtuvieron una ganancia neta de paternidad gracias a cépulas
extra-pareja, tenian las mismas probabilidades de criar hijos ajenos que cualquier macho de
la poblacién. Este patron no es el esperado si las hembras tuvieran el control total sobre las
fertilizaciones extra-pareja y escogieran a machos extra-pareja por sus “buenos genes”
(Birkhead & Moller, 1993). Sin embargo, podria ser consistente con que las hembras
busquen EPP con machos de mejor calidad y/o con asimetrias en la habilidad de

competencia de los machos (Yezerinac ef al., 1995).

La seleccion sexual trabaja a través de la varianza en el éxito reproductivo
(Arnold, 1994). Sin embargo, varias especies socialmente monogamas con bajos valores de
variabilidad en el éxito reproductivo, muestran fuertes signos de seleccion sexual
(Andersson & Iwasa, 1996). Este patron genera una importante paradoja evolutiva: si los
machos sélo obtienen una pareja en el sistema mondgamo, /cudles son las causas de
varianza en el éxito reproductivo que pudieran generar seleccion sexual? (Webster ef al.,

2007). Darwin (1871) reconocid esta paradoja y sugirio dos posibles mecanismos de
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seleccion sexual en sistemas monégamos. El primero, a través de la desviacion en la
proporcion de sexos, por tanto solo algunos machos conseguirian pareja y otros no. La otra
opeion, es que algunos machos atraerian hembras de “mejor calidad” o capaces de generar
mas crias. Recientemente, los estudios genéticos en poblaciones silvestres sugieren una
tercera explicacion para esta paradoja: la paternidad extra-pareja, generada a partir de
copulas entre machos y hembras que no son pareja social (Webster ef al., 2007). En este
sentido, los resultados obtenidos sugieren que la paternidad extra-pareja es una estrategia
reproductiva que actda como una fuerza selectiva que definiria el sistema de apareamiento

del rayadito.

Desde la perspectiva de la hembra, dilucidar la funcién evolutiva de EPP ha sido
un problema (Griffith, 2007). Arnqvist & Kirkpatrick (2005) concluyeron que la seleccién
indirecta en hembras con copulas extra-pareja era biolégicamente insignificante y que las
EPP son un resultado dinamico de coevolucion sexual antagonista con machos bajo una
gran presién de seleccion, para obtener rasgos adaptativos que les permitan obtener crias
extra pareja. Por tanto, la explicacién mds probable seria que la seleccion actia sobre los
machos para que busquen fertilizaciones extra-pareja (Dolan ef al., 2007). Sin embargo, en
un estudio realizado con 2 especies de Ficedula que se reproducen en simpatria, se observo
que las hembras se emparejaban con sus hetero-especificos, pero que escogian machos
extra-pareja co-especificos, reduciendo el niimero de descendientes hibridos infértiles.
Estos resultados soportan la hipétesis de los beneficios de EPP para las hembras, a través de
asegurar la fertilidad y de los beneficios indirectos por la calidad genética de la
descendencia (véase revision de Griffith & Immler, 2009). Ain es desconocido si son los
machos, las hembras o ambos los que buscan las copulas extra-pareja en el rayadito, pero
por los resultados obtenidos en esta investigaciéon pareciera que, tanto machos como

hembras participan de la decision.

Lo anterior también cobraria sentido si la pareja social presenta un alto grado de
parentesco. De ser ese el caso, obtener crias con una pareja poco emparentada podria ser un
mecanismo para mantener niveles bajos de endogamia a nivel poblacional, como se plantea

en la hipétesis de la diversidad genética. Una mayor ocurrencia de EPP asociada a la
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similitud genética entre la hembra y su pareja social se ha observado en diversas especies
(Tarvin et al., 2005; Blomqyvist et al., 2002). En este estudio fue posible encontrar una
tendencia, ya que en los nidos con EPP, en el 62,5% de los casos el parentesco del macho
social fue mayor al del macho extra-pareja. Sin embargo, no fue posible encontrar
diferencias significativas. Es posible que con un mayor niimero de parejas evaluadas, sea

posible distinguir esta tendencia y obtener valores de significancia estadistica.

En relacién con el posible efecto de los rasgos morfolégicos en la EPP, si bien en
estudios anteriores se habia encontrado una relacién entre el peso del macho y el de la
hembra de las parejas sociales (Moreno et al., 2007), en el presente estudio no se
encontraron resultados similares. En el caso del rayadito, la simetria entre las rectrices de la
cola en los machos se asocié positivamente con un mayor niimero de hijos genéticos,
mientras que la asimetria entre las rectrices de la cola de las hembras se asocid

positivamente con la ocurrencia de paternidad extra-pareja.

Lehtonen ef al. (2009) describieron que los rasgos que influencian la decision de
buscar una pareja externa, no necesariamente son los mismos rasgos usados para elegir a un
macho extra-pareja. Ademads, no siempre un rasgo genera los mismos efectos en machos y
en las hembras. Es posible que este sea el caso para el rayadito. Una alternativa para
explicar este fenémeno seria que la simetria en los machos es atractiva para las hembras y
la asimetria de las hembras es atractiva para los machos. De esta forma, hembras
“asimétricas” accederian a un mayor nimero de copulas extra-pareja, por tanto, obteniendo
mayores niveles de EPP, al igual que los machos “simétricos” generarian mas hijos propios
tanto via copulas dentro como fuera de la pareja. Moller (1992) manipul6 el largo y la
simetria de las colas en los machos en golondrinas (Hirundo rustica) y encontrd que
machos con colas mas largas y simétricas se reproducian antes y durante mas tiempo en la
estacion reproductiva, sugiriendo que las hembra usarian estos rasgos fenotipicos para la

eleccion de su pareja y que la simetria seria un indicador confiable de la calidad del macho.

La eleccion de pareja de las hembras basadas en la expresion de rasgos

ornamentales de atractivo sexual es un mecanismo bastante aceptado para maximizar el
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€xito reproductivo, tanto para la pareja social, como para la elecciéon de machos fuera de la
pareja (Griffith, 2007). Sin embargo, esto no ocurriria en todas las especies, ya que
Westneat (2006) al estudiar la paternidad extra-pareja en el mirlo de alas rojas (Agelaius
Phoeniceus), describié que, a pesar de encontrar altos niveles de varianza en el éxito
reproductivo de los machos, los rasgos morfolégicos con dimorfismo sexual que
presentaban variabilidad entre machos, no se encontraban bajo presién de seleccién. Por
otro lado, en la golondrina europea y en la americana (Hirundo rustica rustica e Hirundo
rustica erythrogaster, respectivamente), el largo de la cola en los machos, es un rasgo de
seleccion sexual y un indicador honesto de viabilidad. Ademas, la EPP en estas especies de
golondrinas estudiadas afectaba significativamente la varianza en el éxito reproductivo de

los machos, ya que machos con colas mas largas presentaban mayores niveles de EPP
(Kleven et al., 2005).

Algunos rasgos con simetria bilateral son asociados a rasgos ornamentales
extravagantes usados en la seleccion sexual. La expresion de estos rasgos es costosa y
mucho mads sensible a estrés de tipo ambiental en relacién con otros rasgos morfolégicos
que no se encuentran bajo una fuerte presion de seleccion. Por esto, Moller & Hoglund
(1991) predijeron que individuos de mayor calidad, presentaron rasgos mas simétricos. En
consecuencia, es posible que la simetria entre las rectrices de la cola del rayadito, pueda
actuar como una sefial honesta de calidad. Sin embargo, esto debe ser objeto de estudios

futuros.

Ahora bien, la relacién entre los beneficios en fertilidad y EPP pueden ser
biolégicamente muy relevantes. Por ejemplo, el fracaso en fertilizar un huevo le puede
representar una considerable pérdida de su potencial reproductivo a una hembra (Griffith,
2007). Del total de los machos muestreados en este estudio, uno no fue capaz de dejar
descendencia en la estacion reproductiva. Se desconoce la frecuencia de esterilidad en las
poblaciones silvestres de rayadito, pero un estudio realizado por Lifjeld ef al., (2004),
reportaron un 4% de azoospermia en el Phylloscopus trochilus. Evitar perder el potencial
reproductivo, por parte de la hembra, podria explicar en parte la presencia de EPP en el

rayadito. Sin embargo, es necesario poner a prueba esta hipdtesis en una futura
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investigacién. Asimismo, se ha descrito una correlacion general entre “fenotipo atractivo™ y
fertilidad en aves, por ejemplo, en rasgos ornamentales, donde la expresién de estos
caracteres y la produccion espermatica, estdn positivamente correlacionadas con el nivel de
testosterona circulante (Owens & Short, 1995). Con el antecedente de la presencia de EPP
en una alta frecuencia dentro de la poblacién muestreada, nace la interrogante de si existe
alguna relacion entre los rasgos fenotipicos atractivos (e.g., simetria de las rectrices de la
cola) y la fisiologia reproductiva en el rayadito (e.g., capacidad de produccién y

almacenamiento espermatico, hormonas circulantes).

Otra de las interrogantes que aparece luego de este trabajo de investigacion dice
relacién con determinar si existen beneficios indirectos para la hembra en cuanto a la
calidad de su descendencia, que se traduzcan en un diferencial en la adecuaciéon biologica
de hijos extra-pareja provenientes de machos de mejor calidad, en comparacién con las

crias dentro de la pareja.

Con los datos obtenidos en este estudio se abre un nuevo camino para profundizar
en el conocimiento de esta especie y su sistema de apareamiento, tales como factores
ecologicos, diferencias geograficas o latitudinales, variaciones anuales y entre poblaciones

que pueden afectar o explicar la presencia de EPP.
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CONCLUSIONES

Los microsatélites generados para el rayadito, y utilizados en este estudio, fueron
suficientes para los andlisis de parentesco y paternidad. Por lo que se proponen
como candidatos para futuras investigaciones tanto en el rayadito como en otras

especies de furnaridos.

No se encontré machos no-territoriales (flotantes) presentes en el area de estudio ni

se observo evidencia de parasitismo intra-especifico.

Cervus 3.0.3 permiti6 asignar rangos de confianza estadistica y entregar valores de
confianza esperada en la asignacién de pares padre-hijo, ademas permitié calcular
las probabilidades de exclusion. Al corroborar los resultados con Gerud 2.0, fue
posible asegurar la ocurrencia de EPP en el rayadito. Por lo que se propone como un

buen método para usar en estudios futuros de paternidad.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten por primera vez, determinar la

presencia de crias extra-pareja en una poblacion de 4. spinicauda.

La presencia de EPP genero diferencias en el éxito reproductivo de los machos, por
tanto, es posible que aumente la seleccién sexual en esta especie socialmente
mondgama. Sin embargo, machos con ganancia neta de paternidad gracias a EPP,
tenian las mismas probabilidades de criar hijos ajenos que cualquier macho de la

poblacion.
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¢ No fue posible distinguir diferencias en los niveles de parentesco dentro de la pareja

y la ocurrencia de EPP.

¢ La paternidad extra-pareja se asocié positivamente con la asimetria de las rectrices
de la cola en las hembras, mientras que en los machos, rectrices de la cola mas
simétricas se relacion6 fuertemente con un nimero mayor de hijos genéticos. Por lo
que se propone la simetria en el largo de las rectrices de la cola, como rasgo

fenotipico de seleccion sexual bidireccional.

e Este es el primer estudio que evalia y comprueba la presencia de crias extra-pareja

en una especie de la familia Furnariidae.
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Anexo 1

Tabla 1. Resumen del nimero del nido, identificacién del anillo de cada individuo, estado
(a = adulto; p = polluelo), sexo, para las 21 familias muestreadas (n = 142 individuos en
total).

NIDO N° ANILLO EDAD SEXADO NIDO N®° ANILLO EDAD SEXADO
8 RV3608 A Macho 80 RR342 A Macho
8 RV3617 A Hembra 80 RR5103 A Hembra
8 RV3693 P Hembra 80 RV3635 P Macho
8 RV3694 P Macho 80 RV3636 P Macho
8 RV3695 P Macho 80 RV3637 P Hembra
8 RV3696 P Hembra 80 RV3638 P Hembra
8 RV3697 P Macho 88 RR340 A Macho
25 RR327 A Hembra 88 RV3799 A Hembra
25 RV3221 A Macho 88 RV3624 P Hembra
25 RV3698 P Macho 88 RV3625 P Hembra
25 RV3699 P Hembra 88 RV3626 p Hembra
25 RV3700 P Hembra 88 RV3632 P Macho
25 RV3701 P Hembra 88 RV3633 P Macho
26 RV3620 A Hembra 88 RV3634 P Macho
26 RV3604 A Macho 90 RR5101 A Macho
26 RV3716 P Hembra 90 RV3601 A Hembra
26 RV3717 P Hembra 90 RV3650 P Macho
26 RV3718 P Macho 90 RV3651 P Hembra
26 RV3719 P Macho 90 RV3652 P Hembra
27 RV3609 A Macho 98 RV3602 A Macho
27 RV3675 A Hembra 98 RV3605 A Hembra
27 RV3676 P Macho 98 RV3645 P Hembra
27 RV3677 P Hembra 98 RV3646 P Hembra
27 RV3678 P Hembra 98 RV3647 P Macho
27 RV3679 P Hembra 98 RV3648 P Macho
29 RV3603 A Hembra 98 RV3649 P Macho
29 RV3616 A Macho 122 RR328 A Macho
29 RV3639 P Macho 122 RV3604 A Hembra
29 RV3640 P Hembra 122 RV3711 P Hembra
29 RV3641 P Macho 122 RV3712 P Hembra
29 RV3642 P Hembra 122 RV3713 P Macho
29 RV3643 P Hembra 122 RV3714 P Hembra
29 RV3644 P Hembra 122 RV3715 P Hembra
44 AAD0322 A Macho 129 RV3613 A Hembra
44 RV3611 A Hembra 129 RV3619 A Macho
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44 RV3658 P Macho 129 RV3669 P Macho
44 RV3639 P Macho 129 RV3671 P Macho
44 RV3660 P Macho 129 RV3672 P Macho
44 RV3661 P Hembra 129 RV3673 P Hembra
44 RV3662 P Macho 129 RV3674 P Hembra
44 RV3670 P Hembra 138 RV3615 A Hembra
46 AA00393 A Hembra 138 RV3621 A Macho
46 RV3245 A Macho 138 RV3706 P Hembra
46 RV3663 P Macho 138 RV3707 P Macho
46 RV3664 P Macho 138 RV3708 P Macho
46 RV3665 P Hembra 138 RV3709 P Macho
46 RV3666 P Macho 138 RV3710 P Hembra
46 RV3667 P Macho 140 RV3622 A Hembra
46 RV3668 P Hembra 140 RV3703 A Macho
49 RR291 A Macho 140 RV3607 P Hembra
49 RR315 A Hembra 140 RV3704 p Hembra
49 RV3653 P Hembra 140 RV3705 P Macho
49 RV3654 P Hembra 144 RV3623 A Hembra
49 RV3655 P Hembra 144 RV3702 A Macho
49 RV3656 P Macho 144 RV3720 P Hembra
49 RV3657 P Hembra 144 RV3721 P Hembra
51 AA00321 A Macho 144 RV3722 P Hembra
51 RV3614 A Hembra 144 RV3723 P Macho
51 RV3690 P Hembra 144 RV3724 P Hembra
51 RV3691 P Macho 159 AA00306 A Hembra
51 RV3692 P Macho 159 RR5109 A Macho
56 RR5107 A Hembra 159 A01990 P Hembra
56 RV3259 A Macho 159 RV3627 P Macho
56 RV3685 P Macho 159 RV3628 P Hembra
56 RV3686 P Macho 159 RV3629 P Hembra
56 RV3687 P Macho 159 RV3630 P Macho
56 RV3688 P Macho 159 RV3631 P Macho
56 RV3689 P Hembra

71 RV3e612 A Hembra

71 RV3618 A Macho

71 RV3680 P Macho

71 RV3681 P Macho

71 RV3682 P Hembra

71 RV3683 P Hembra

71 RV3684 P Hembra
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Anexo 2

Descripcién de la metodologia utilizada para la determinacion de paternidad genética:

Los analisis de genética poblacional se obtuvieron a través de los programas
computacionales Cervus 3.0.3 y fueron corroborados con Genepop V.4, utilizando todos los
individuos muestreados (n = 142). No se observaron diferencias entre los datos obtenidos
en ambos programas. Se estimo la frecuencia alélica, heterocigosidad esperada y observada,
y el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), con correccién de Bonferroni debido a las

comparaciones multiples (Tabla 3).

Tabla 3. Datos de genética poblacional para el rayadito (4. spinicauda) en la isla Navarino
durante la estacion reproductiva del afio 2010. Para cada locus, se detalla el numero de
alelos (A), heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho). Se estimo6 la significancia (P)
para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (valores entre paréntesis), donde los asteriscos
indican diferencias significativas, NS muestra diferencias no significativas y ND

cortesponde a valores no determinados. Se detalla la estimacién de frecuencias de alelos
nulos (A N).

Locus N°A He Ho HW P AN

1 10 0,707 0,372 k% (1x107) +0,3098
*1 7 0,727 0,637 ** (0,0004)  +0,00691

3 11 0,792 0,742 NS (0,689) +0,0321
*5 15 0,879 0,843  ***(3,6x10°  +0,0228

7 11 0,805 0,800 ND -0,0070
*8 4 0,605 0,606 NS (0,946) -0,0780
*10 10 0,820 0,699 NS (0,0778) -0,0659
*14 15 0,800 0,805 ND +0,0786
18 5 0,439 0,393 NS (0,1579) -0,0659

Los programas usados distinguieron al locus 1 como alelo nulo. Esto ocurre cuando
un alelo sufre una mutacién en la regién flanqueante complementaria al cebador,
reduciendo el éxito en la amplificacién del alelo. De esta manera, individuos que eran
heterocigotos con uno de estos alelos, son genotipados como homocigotos para el alelo no
mutado (Chapuis & Estoup, 2007), resultando en un exceso de homocigotos para el locus

en cuestion.
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Se obtuvo una heterocigosidad esperada (He) promedio de 0,7303. El nimero de
alelos varid entre 4 para el locus *8 y 15 para los locus *5 y *14, con un promedio de 9,78

alelos por locus.

Posteriormente, para determinar la paternidad, se utilizd el programa computacional
Cervus 3.0.3 y se confirmaron los resultados con el programa Gerud 2.0 de reconstruccion
de genotipos. Se evaluaron 137 individuos (97 polluelos, 21 madres y 19 padres),
utilizando 6 de los 9 microsatélites. Se elimino el locus 1 por determinarse alelo nulo,
como lo recomiendan Jones & Ardren, (2003), ya que Cervus 3.0.3 acomoda el rango de
error 0 de mutacion, disminuyendo el poder discriminatorio de los loci que no poseen alelos
nulos. Tampoco fueron utilizados los alelos 7 y *10 por presentar alto numero de
individuos sin caracterizar. Con los 6 microsatélites utilizados se obtuvo un promedio de

9,5 alelos por locus.

Para estimar la utilidad de cada microsatélite en la deteccion de paternidad, se
estimé el contenido de informacion polimorfica (PIC, del inglés polimorphism information
content) (Guo & Elston, 1999). La formula empleada por el programa computacional para
calcular PIC es descrita por Botstein ef al. (1980) y considera las frecuencias alélicas para
los » alelos de un locus, considerando altamente informativos a aquellos loci cuyo PIC es

mayor a 0,5.

La probabilidad de no exclusion (PNE) parental es la probabilidad de no excluir del
andlisis a uno o a un par de individuos seleccionados al azar que no estan emparentados con
el individuo en cuestion, para un locus dado (Marshall, 1998; Kalinowski et al., 2007). El
programa Cervus estima las probabilidades de no exclusién para cada locus y combinadas
para el conjunto de locus, cuando se conocen los datos de un padre. Cinco de los 6
microsatélites usados presentaron valores de PIC > 0,5. S6lo 1 (Locus 18) presento valores
considerados medianamente informativos (0,25> PIC >0,5). El PIC promedio fue de 0,6711
y la probabilidad de no-exclusién combinada para el primer padre (PNE) fue de 0,061,

como se observa en la Tabla 4. Los valores de PIC, tanto a nivel individuos como para el
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conjunto de loci, resultaron ser altamente informativos, por lo que el contenido polimérfico
de estos loci serfa apropiado para realizar estudios poblacionales y de parentesco. Los
valores obtenidos para las probabilidades de no-exclusién parental en tanto, proveen

elevada confiabilidad.

Tabla 4. Numero de alelos (N° A), valores de contenido de informacion polimérfica (PIC)

y probabilidad de no-exclusién combinada para el primer padre (PNE) para cada locus
utilizado.

Locus N°A _PIC PNE
*1 7 0,674 0,694

3 11 0,762 0,574
*5 15 0,864 0,399
"4 4 0,538 0,816
*14 15 0,794 0,523
18 5 0,394 0,901

Con el programa, ademas se calculo la probabilidad de cada macho de ser padre,
para cada cria. Luego, se estimo la diferencia critica entre la probabilidad de los dos padres
mas probables (Delta critico) asignando como padre al individuo con LOD mayor. Se
utilizaron los datos de cada polluelo, las madres y de los padres candidatos. Se
determinaron 2 niveles de confianza para la asignacion de paternidad de 80% y 95%., con
un Delta critico calculado de 5,0 y 2,86, respectivamente (Tabla 5). Para la deteccién de
EPP a través de la asignancion de paternidad al 99% de los polluelos muestreados, se
utilizo el Delta de 2,86 con 80% de nivel de confianza (Slate ef al., 2000). En relacion al
rango de error medio observado para los 6 loci fue de 0,1517. Los valores de
probabilidades de deteccion y la estimacion del rango de error se detallan para cada locus

en la Tabla 6.
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Tabla 5. Tabla comparativa de las asignaciones de paternidad al considerar los datos de los
polluelos y de sus madres. Los valores observados y los valores esperados, entre paréntesis,
se presentan como nimeros absolutos y porcentuales, para niveles de confianza de 95% y
80%, asi como de aquellos que no fue posible asignarle padre.

Asignaciones de Paternidad  Proporcién de Asignaciones de Paternidad
Observadas Esperadas Observadas Esperadas
95% Confianza 14 (43) 15% (45%)
80% Confianza 94 (95) 98% (99%)
Sin Asignar 2 (1) 2% (1%)
Total 96 (96) 100% (100%)

Tabla 6. Estimacion de la probabilidad de error en la deteccion de la paternidad vy
estimacion del rango de error, para cada locus evaluado.

Locus Prob. de deteccion  Est. rango de error
| 0,3062 0,0687
3 0,4261 0,3178
*5 0,6013 0,0796
*8 0,1840 0,1196
*14 0,4767 0,2177
18 0,0993 0,1072
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Tabla 7. Asignacién de paternidad con Cervus 3.0.3 para las 21 familias. Se detallan el
nimero de nido, los individuos, edad (a = adulto; p = polluelo), sexo (1 = macho; 2 =
hembra), la madre y padre sociales y el padre genético asignado. Los asteriscos (*) sefialan
los machos que no fueron genotipificados. Los valores que se desconocen se presentan con
un signo de interrogacion.

N'NIDO N°ANILLO EDAD SEX0O MADRE PSOCIAL P GENETICO

8 RV3608 a 1 % ? ?
8 RV3617 a 2 ? ? ?
8 RV3693 P 2 RV3617 RV3608 RV3608
8 RV3694 p 1 RV3617 RV3608 RV3608
8 RV3695 P 1 RV3617 RV3608 RV3608
8 RV3696 ] 2 RV3617 RV3608 RR328
8 RV3697 p 1 RV3617 RV3608 RR328
25 RR327 a 2 ? ? ?
25 RV3221 a 1 ? ? ?
25 RV3698 p 1 RR327 RV3221 RV3221
25 RV3699 p 2 RR327 RV3221 No Muestreado
25 RV3700 p 2 RR327 RV3221 RV3702
25 RV3701 p 2 RR327 RV3221 RV3221
26 RV3620 a 2 ? ? ?
26 RV35604 a 1 ? 7 ?
26 RV3716 p 2 RV3620 RV5604 RV3618
26 RV3717 P 2 RV3620 RV5604 RV5604
26 RV3718 P 1 RV3620 RV35604 RV5604
26 RV3719 p 1 RV3620 RV3604 RV35604
27 RV3609* a 1 ? ? ?
27 RV3675 a 2 ? ? ?
27 RV3676 p 1 RV3675 RV3609 RV3616
27 RV3677 p 2 RV3675 RV3609 RV3616
27 RV3678 P 2 RV3675 RV3609 RV3616
27 RV3679 p 2 RV3675 RV3609 RV3621
29 RV3603 a 2 ? ? ?
29 RV3616 a 1 2 ? ?
29 RV3639 p 1 RV3603 RV3616 RV3616
29 RV3640 p 2 RV3603 RV3616 RV3616
29 RV3641 p 1 RV3603 RV3616 RV3703
29 RV3642 P 2 RV3603 RV3616 RV3616
29 RV3643 p 2 RV3603 RV3616 RV36l6
29 RV3644 P 2 RV3603 RV3616 RV36l16
44 AA00322 a 1 ? ? ?
44 RV3611 a 2 ? ? 2
44 RV3658 P 1 RV3611 AA00322 AA00322
44 RV3659 P 1 RV3611 AA00322 RV3621
44 RV3660 ) 1 RV3e6l11 AA00322 AA00322
44 RV3661 p 2 RV3611 AA00322 RV3616
44 RV3662 p 1 RV3611 AA00322 AA00322
44 RV3670 p 2 RV3611 AA00322 AA00322
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Luego, se hizo la reconstrucciéon de genotipos con el programa computacional
Gerud 2.0 y se compararon los genotipos de cada polluelo con su madre y padre genético

designado. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 8.

De los 97 pollos, 55% fueron atribuidos a sus respectivos padres sociales (53), 18%
(18) a paternidad extra-pareja y un 27% (26) no fue determinado. Este mayor namero de
individuos sin asignacion de paternidad se debid a que el programa otorgaba la paternidad
tanto al padre social como a otro macho o bien, en las nidadas donde no se contaba con la
genotipificacion del padre (2 nidos), el programa asignaba la mayor probabilidad a un
genotipo diferente al de los machos muestreados. Las crias extra-pareja se encontraron en 7
de 19 nidadas. El programa detecté que 6 nidadas posiblemente presentaban EPP, por lo
que se observa una frecuencia de presentacion de EPP de al menos 37%. Las diferencias
encontradas entre ambos programas se visualizan en la Tabla 9 tanto a nivel de familias

(n=19) como a nivel individual (n =97 polluelos).
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Tabla 8. Asignacion de paternidad con Gerud 2.0 para las 21 familias. Se detallan el
nimero de nido, el nombre de los individuos (anillo), edad (a = adulto; p = polluelo), sexo
(1 = macho; 2 = hembra), el padre sociales y los padres con genotipos concordantes
ordenados segin probabilidad (mayor a menor). Los asteriscos (*) sefialan los machos que
no fueron genotipificados. Los valores que se desconocen se presentan con un guion (-).

NIDO ANILLO PADRE SOCIAL PADRES SEGUN GERUD (genotipos concordantes)

8 RV3608 2 -
RV3617 - -
RV3693 RV3608 RV3608
RV3694 RV3608 RV3608
RV3695 RV3608 RV3608
RV3696 RV3608 RV3608 - RV3259 - RR328 - RV3703
RV3697 RV3608 RV3608 - RV3259 - RR328 - RV3703

25 RR327 - .
RV3221 . .
RV3698 RV3221 RV3221
RV3699 RV3221 =
RV3700 RV3221 RV3702
RV3701 RV3221 RV3221

26 RV3620 - -
RV5604 - .
RV3716 RV5604 RV5604- RV3618-RR340-RV3602-RV3619
RV3717 RV5604 RV5604
RV3718 RV5604 RV5604
RV3719 RV5604 RV5604

27 RV3609 * . ‘ -
RV3675 - ,

RV3676 RV3609 -
RV3677 RV3609 -
RV3678 RV3609 -
RV3679 RV3609 .

29 RV3603 - -
RV3616 - -
RV3639 RV3616 RV3616
RV3640 RV3616 RV3616
RV3641 RV3616 RV3616 - RV3703
RV3642 RV3616 RV3616
RV3643 RV3616 RV3616
RV3644 RV3616 RV3616

44 AA00322 - -
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RV3670
AAQ00393
RV3245
RV3663
RV3664
RV3665
RV3666
RV3667
RV3668
RR291 *
RR315
RV3653
RV3654
RV3655
RV3656
RV3657
AA00321
RV3614
RV3690
RV3691
RV3692
RR5107
RV3259
RV3685
RV3686
RV3687
RV3688
RV3689
RV3612
RV3618
RV3680
RV3681
RV3682
RV3683
RV3684
RR342
RR5103

AA00322
AA00322
AA00322
AA00322
AA00322
AA00322

RV3245
RV3245
RV3245
RV3245
RV3245
RV3245

RR291
RR291
RR291
RR291
RR291

AA00321
AA00321
AA00321

RV3259
RV3259
RV3259
RV3259
RV3259

RV3618
RV3618
RV3618
RV3618
RV3618

AA00322

AA00322 - RV3621

AA00322

AA00322 -RV3616- RR5101 - RV3703
AA00322

AA00322

RV3608 o RV3259
RV3608 0 3259 0 3619
RV3616

RV3259

RV3608, 3259
RV3221, 3602, RR5109

AA00321
AA00321
AA00321

padre no muestreado - AA00321
padre no muestreado - RV3618 -RR328
padre no muestreado - RV3618 -RR328
padre no muestreado - AA00321
padre no muestreado - AA00321

RR340

RV3618
RV3618
RV3618
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RV3635 RR342 RV3618 - RR328-RV3703
RV3636 RR342 -

RV3637 RR342 RV3618
RV3638 RR342 RV36138

88 RR340 - -
RV3799 - -
RV3624 RR340 RR340
RV3625 RR340 RR340
RV3626 RR340 RR340
RV3632 RR340 RR340
RV3633 RR340 RR340
RV3634 RR340 RR340

90 RR5101 - -
RV3601 - -
RV3650 RR5101 RR5101
RV3651 RR5101 RR5101
RV3652 RR5101 RR5101

98 RV3602 - -
RV3605 - -
RV3645 RV3602 Multiples opciones (minimo 2 padres por nido)

RV3646 RV3602 -
RV3647 RV3602 -
RV3648 RV3602 -
RV3649 RV3602 5

122 RR328 - -
RV3604 - -
RV3711 RR328 RR328
RV3712 RR328 RR328
RV3713 RR328 RR328
RV3714 RR328 RR328
RV3715 RR328 RR328

129 RV3613 - -
RV3619 - -
RV3669 RV3619 RV3619
RV3671 RV3619 RV3619 - RR340 - RR5109
RV3672 RV3619 RV3619
RV3673 RV3619 RV3619 - RR340 - RR5109
RV3674 RV3619 RV3619

138 RV3615 - -
RV3621 - -
RV3706 RV3621 RV3621
RV3707 RV3621 RV3621
RV3708 RV3621 RV3621 - RV 3602 - RV3702
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Tabla 9. Cuadro comparativo de los resultados obtenidos entre los programas Cervus 3.0.3
y Gerud 2.0. Los porcentajes se presentan entre paréntesis y se calculan en relacion al total
de nidos evaluados (n=19) y para cada polluelo (n=97).

Familias Cervus Gerud
Presencia EPP 16 (84.3%) 7 (36,8%)
Posible EPP 0 (0%) 6 (31,5%)
Ausencia EPP 3 (15,7%) 5(26,3%)
No clasificado 0 1(5.2%)
Total Evaluado 19 (100%) 19 (100%)
Individuos Cervus Gerud
Padre social 53 (54,6%) 53 (54,6%)
EPP 43 (44,3%) 18 (18,5%)
No

Determinado 1 (1%) 26 (26,8%)
Total 97 (100%) 97 (100%)
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Anexo 3

Tabla 10. Asignaciéon de parentesco para las 19 familias genotipificadas con el uso del
Software Kingroup v.2. Se detalla el grado de parentesco (r) en relacion a la hembra de
cada nidada, considerando a la pareja social y a cada macho extra-pareja (cuando

corresponde).
bembra | Macho | Paremtesco | Macho | PSS | Macho | PRI | Macho | PAEIESER
EPP 1 EPP 2 EPP 3
RV3614 | AA00321 0,36 Sin EPP
RV3799 | RR340 0,133 Sin EPP
RV3604 | RR328 0,038 Sin EPP
RV3613 | RV3619 0,89 RR5109 0,644 RV3703 0,367 RR328 0,28
RR5103 | RR342 0,517 RV3259 0,083 RV3621 0,034 AA00322 0,073
AA00393 | RV3245 0,335 RV3221 0,323 RV3616 0,538 RV3608 0,02
RR5107 | RV3259 0,014 AA00321 0,968 RV3618 0,619
RV3611 | AA00322 0,982 RV3621 0,767 RV3616 0,245
RV3612 | RV3618 0,32 RR340 0,178 RV3259 0,441
RV3623 | RV3702 0,454 RV5101 0,957
RV3605 | RV3602 0,135 RV5101 0,125
RV3603 | RV3616 0,608 RV3703 0,062
RR327 | RV3221 0,919 RV3702 0,408
AA00306 | RR5109 0,008 RV3621 042
RV3620 | RV5604 0,485 RV3618 0,878
RV3622 | RV3703 0,705 RV3616 0,912
RV3601 | RR5101 0,071 RV3608 0,005
RV3615 | RV3621 0,537 RV3245 0,74
RV3617 | RV3608 0,249 RR328 0,056
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Anexo 4

Tabla 11. Rasgos morfoldgicos evaluados en las parejas sociales de rayaditos. Para cada
individuo, se detalla su nimero de anillo, sexo, peso (gr), el largo (mm) del tarso, del pico,
ala, rectriz derecha e izquierda, y la simetria de rectriz (rectriz mas larga/rectriz mas corta)

ANILLO SEXO PESO TARSO PICO ALA RECTRIZ RECTRIZ SIMETRIA
DER 1ZQ RECTRIZ
RV3608 | Macho 13.4 21 12.5 62 73 73 1.0000
RR327 Macho 12 21.3 12.8 64 82 82 1.0000
RV5604 | Macho 13.6 20.5 13.1 | 59.5 70 66 1.1765
RV3609 | Macho 11.9 19.8 11.9 61 69 68 1.0147
RV3616 | Macho 13.4 19.9 14.5 62 63 63 1.0000
AA00322 | Macho 12.1 20.4 12 60 71.5 69 1.0362
RV3245 | Macho 12 20.5 13.8 | 61.5 55 59 1.0727
RR291 Macho 12.4 20.8 12.8 60 ND 70 ND
AA00321 | Macho 13.2 20.8 13.8 | 61.5 72 70 1.0286
RV3259 | Macho 12.5 21.1 11.1 | 62.5 70 ND ND
RV3618 | Macho 10.2 22.3 124 | 595 62 61 1.0164
RR342 Macho 12.6 20.1 15 60 61 ND ND
RR340 Macho 13.2 20.6 15 63 ND ND ND
RR5101 Macho 13.2 20.9 13.1 61 82 79 1.0380
RV3602 | Macho 14 20.5 14.2 61 74 71 1.0423
RR328 Macho 13.4 21.3 14.1 59 62 62 1.0000
RV3619 | Macho 12 20.6 12 63 65.5 56 1.1696
RV3621 Macho 12.6 19.5 146 | 37 58 60 1.0345
RV3703 | Macho 12.2 20.1 13.9 | 58.5 57 61 1.0702
RV3702 | Macho 12.6 21.1 14.6 62 ND 63 ND
RR5109 | Macho ND 21 13.6 60 70 70 1.0000
RV3617 | Hembra | 11.2 20.1 12.3 | 585 65 ND ND
RV3221 | Hembra | 114 20 11.5 61 75.5 75 1.0067
RV3620 | Hembra | 11.6 20 12.3 57 70 69 1.0145
RV3675 | Hembra | 11.7 20 12 59 ND 69 ND
RV3603 | Hembra | 11.2 19.7 13.6 59 70 70 1.0000
RV3611 | Hembra | 10.8 19.8 11 57.5 79 76 1.0395
AA00393 | Hembra | 11.2 19.3 13.2 59 80 78 1.0256
RR315 Hembra | 11.6 20.7 11.1 | 59.5 80.5 80 1.0063
RV3614 | Hembra | 11.8 20 13.7 57 65 65 1.0000
RR5107 | Hembra | 11.8 19.7 13.9 59 70 65 1.0769
RV3612 | Hembra | 11.8 20 11.6 | 57.5 71.5 67 1.0672
RR5103 | Hembra | 12.6 20.8 12.6 62 70 ND ND
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RV3799 | Hembra 12 19.9 12.9 57 74 ND ND
RV3601 | Hembra | 10.9 19.4 14 54 68 67 1.0149
RV3605 | Hembra | 11.6 21.2 11.7 61 76 74 1.0270
RV3604 | Hembra | 11.4 19.7 14.1 58 ND 69 ND
RV3613 | Hembra | 10.6 20.5 113 36 71 67 1.0597
RV3615 | Hembra | 11.8 20.1 13.7 58 45 45 1.0000
RV3622 | Hembra | 10.8 19.7 13 56 ND 72 ND
RV3623 | Hembra | 11.2 202 12.1 57 61 61 1.0000
AA00306 | Hembra | 114 19.8 12 59 68 68 1.0000
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