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CARTA EDITORIAL

Con este numero de Etologuia, retoma-
mos la publicaciéon de la revista de la
Sociedad Espafiola de Etologia y Eco-
logia Evolutiva después de unos afios
de parada. Hace ya casi un afio que la
nueva Directiva de la Sociedad me in-
vitod a que liderara la edicion y el nuevo
arranque de la revista, y que acepté sin
dudarlo.

Aunque en general hemos seguido
la linea editorial de anteriores nimeros
de la Revista, para esta nueva etapa
hemos incluido dos apartados nuevos.
Uno de ellos sobre carreras investiga-
doras de etdlogos y ecologos evoluti-
vos espafioles en las que se aborden,
no solo los logros cientificos, sino tam-
bién aspectos mas personales de los
investigadores en la blsqueda de res-
puestas a sus inquietudes cientificas.
A este (sub)apartado, que hemos en-
cuadrado dentro del ya existente “Te-
mas Actuales en Etologia”, lo hemos
denominado “Buscando Respuestas.
Historias de Lineas de Investigacion
Actuales”. Lo inaugura la investigado-
ra Deseada Parejo Mora (Desi) vy, en
su articulo, nos cuenta su interés por
conocer y poner de manifiesto la im-
portancia de la informaciéon que unos
individuos pueden obtener del compor-
tamiento de otros para entender sus
decisiones y sus efectos ecolégicos y
evolutivos a nivel local, poblacional y
de comunidades. Es interesante cono-
cer de primera mano como el plantear-
se preguntas interesantes y obtener
respuestas adecuadas desemboca en
nuevas preguntas que, en la mayoria
de los casos, son alin mas interesantes
que las primeras. Desi ejemplifica muy
bien este proceso en su articulo.

El segundo apartado nuevo que he-
mos incluido en este nimero de Etolo-
guia lo hemos denominado “Volviendo
alos Cléasicos”. Laidea es que en esta
seccion se repasen algunos de los arti-
culos mas influentes en Etologia y Eco-
logia Evolutiva, resaltando la influencia
del articulo y, sobre todo, su importan-
cia en la ciencia actual. La decision de
incluir esta seccion fue la sensacion de
gue existen muchos temas actuales,
candentes, sobre los que ya se realiza-
ron investigaciones muy influyentes en
décadas pasadas y que, actualmente,
se tienen un poco olvidados o, incluso,
pueden estar siendo malinterpretados
en algunos foros cientificos. En este
ndmero, la investigadora Carmen Za-
mora Mufioz nos explica “La Tragedia
de los (bienes) Comunes”, uno de los
articulos mas impactantes y directos
en el que el autor, utilizando argumen-
tos de optimizacion de beneficios eco-
némicos o bioldgicos a distintos nive-
les de organizacion (individuo versus
poblacién), llegaba a la conclusion de
gue los bienes que fueran comunes a
sociedades humanas llegarian a ex-
tinguirse en un futuro préximo. Garrett
Hardin publico su articulo en 1968 y
predijo la pérdida, esquilmacion, dete-
rioro y/o desaparicion de muchos de los
recursos naturales, y, aungque propuso
una serie de medidas que podrian pa-
liar o retrasar la tragedia, su efecto en
las politicas gubernamentales ha sido
muy reducido. Carmen nos explica,
de forma sencilla, los argumentos de-
vastadores utilizados por Hardin para
alertarnos sobre los problemas que ac-
tualmente alarman a la sociedad y que
no se deberian olvidar, ni por politicos y
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técnicos con responsabilidad sobre los
bienes comunes, ni por investigadores
en biologia de la conservacion.

Los otros apartados siguen la linea
editorial ya comenzada en numeros
anteriores e incluye una seccion so-
bre Etoimagen, de la que se encarga
el investigador Josue Martinez De la
Puente, y que incluye dos magnificas
imagenes junto a una breve explicacion
del comportamiento que se muestra.
En un intento de reforzar esta seccion
se va a organizar un concurso en el
que las fotos finalistas se publicaran
en el siguiente nimero de Etologuia, y
se invitara a los autores (mediante el
pago de la inscripcion al congreso) a la
presentacion de las mismas en el proxi-
mo Congreso de la Sociedad. Las ba-
ses del concurso se exponen al final
de este nimero. Desde aqui, animo a
todos los interesados en el comporta-
miento animal y la fotografia a que se
presenten y den a conocer sus fotos a
la Sociedad.

Otro apartado ya clasico en la revis-
ta Etologuia es el de resefias de Tesis
Doctorales defendidas en los dos ulti-
mos afios en el Area de la Etologia. De
esta seccién se ocupa el investigador
Francisco Valera. Estos resimenes los
hemos preferido publicar en inglés por
dos razones. La primera es porque par-
timos de que todos los miembros de la
Sociedad conocen este idioma lo sufi-
ciente como para poder entender estos
resimenes vy, la segunda, por abrir la
posibilidad de que interesados de otros

paises en las tesis doctorales que se
defienden en Espafa, puedan también
consultar esta seccion desde la Web
de la Sociedad. Esta seccion es una
oportunidad para nuevos doctores de
dar a conocer el trabajo realizado en
su tesis doctoral y, por tanto, animo a
todos ellos a que se pongan en contac-
to con Paco y le envien los resimenes
y el material grafico que crean conve-
niente.

El apartado de “Metodologias en
temas de Etologia y Ecologia Evolu-
tiva” es quizas el més clasico de todos
los abordados en este nimero de Etolo-
guia. Como el subapartado de carreras
cientificas, éste se encuadra dentro del
apartado de “Temas Actuales en Eto-
logia’. En este numero el investigador
David Martin Galvez hace una magni-
fica y pormenorizada revision sobre las
posibilidades que las nuevas técnicas
moleculares nos brindan a los investi-
gadores interesados en el comporta-
miento animal. Creo que todos apren-
deremos mucho de su lectura y puede
gue nos sirva para disefiar nuevos pro-
yectos.

No quiero terminar esta carta de pre-
sentacion sin ofrecer a los lectores y
Socios de la SEEEE la posibilidad de
gue me envien sugerencias de temas
a tratar en los nuevos numeros de la
revista, o cualquier otra propuesta que
consideren que podria mejorar la cali-
dad de la revista o que la hiciera aln
mas atractiva.

Saludos,

Juan José Soler



ETOIMAGEN

Editor: Josue Martinez de la Puente

Estacion Biolégica de Dofiana (EBD-CSIC), c/Américo Vespucio s/n, Sevilla E-41092, Es-
pafia

Canibalismo

Autora: Eva De Mas Castroverde
Especie: Mantis religiosa
Localizacion: La Boca de los Frailes, Nijar, Almeria

En canibalismo en los artropodos es un comportamiento muy frecuente que su-
pone una importante fuente de recursos. El canibalismo sexual es quizas el méas
conocido pero también es frecuente el canibalismo entre individuos adultos o ju-
veniles, donde los de mayor tamafio se comen a los mas pequefios.

En la imagen podemos ver una mantis comiéndose a otro individuo de la mis-
ma especie, del que solo queda una parte del abdomen. En esta especie se
conoce el canibalismo sexual, pero probablemente los individuos de la imagen
sean dos juveniles.

Etologuia, 25 (2019), ISSN: 1135-6588
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Proteccion bajo tierra

Autor: Francisco J. Oficialdegui
Especie: Procambarus clarkii
Localizacion: Arrozales de Isla Mayor, Sevilla

El cangrejo rojo americano, Procambarus clarkii, pasa la mayor parte de su vida
en el agua; sin embargo, tiene un comportamiento excavador construyendo gale-
rias en sustratos blandos. El uso de madrigueras permite a esta especie soportar
condiciones ambientales extremas durante el periodo seco con altas temperatu-
ras y deshidratacion, protegiéndoles ademas de los depredadores y es clave du-
rante el periodo reproductivo. De hecho, el éxito de la reproduccion depende de la
capacidad de la hembra para mantener himedos los huevos fertilizados al pasar
la estacion seca. En general, las madrigueras son simples morfol6égicamente, con
un unico tlnel y una sola entrada. Las partes superiores de las galerias suelen
estar cubiertas con un tapén de lodo o una chimenea, y las partes inferiores de
las galerias generalmente se agrandan en una camara terminal. El adulto de can-
grejo rojo americano puede sobrevivir en las madrigueras hasta un afio sin ningdn
alimento debido a su reduccién del metabolismo, siempre y cuando todavia haya
algo de agua. Cuando la excavacion es muy intensa, las galerias ocasionan enor-
mes dafios en las infraestructuras de los campos de arroz provocando el colapso
de los diques.

Etologuia, 25 (2019), ISSN: 1135-6588






BUSCANDO RESPUESTAS

Informacién social en la toma de
decisiones por los animales

Deseada Parejo'?

! Departamento de Anatomia, Biologia Celular y Zoologia, Facultad de Ciencias, Universi-
dad de Extremadura, Avenida de Elvas, s/n, 06006, Badajoz, Espafia.

2Departamento de Ecologia Funcional y Evolutiva, EEZA-CSIC, Carretera de Sacramento
s/n, 04120, La Cafiada de San Urbano, Almeria, Espafia

Resumen

En su toma de decisiones los animales usan frecuentemente informacién social, que es
aquella informacion extraida de la observacion de la interaccion de otros individuos con
el ambiente. Se ha mostrado que el uso de esta informacion social es un método rapido
y eficaz para evaluar recursos y amenazas y que esta ampliamente extendido en el reino
animal. Ademas, su uso tiene diversas implicaciones ecoldgicas y evolutivas. En esta re-
visién se muestra cémo la linea de investigacion de la autora se ha centrado poco a poco
en el estudio del uso de informacién social en la toma de decisiones por los animales. Se
describen las aportaciones mas relevantes hechas en este campo de forma cronolégica,
mostrandose las diversas aproximaciones usadas en los distintos estudios hechos tanto a
nivel intra— como inter—especificamente. Todo esto pone de manifiesto la importancia de
entender el comportamiento animal a la hora de profundizar en cuestiones clasicas ecolo-
gicas como el estudio de las interacciones o el de la dindAmica poblacional y de las comuni-
dades. También se muestra que es en este campo, en la interfase entre comportamiento y

ecologia, donde queda mas por hacer en el estudio de la informacién social.

Los animales a lo largo de su vida con-
tinuamente deben tomar decisiones
que tienen una enorme influencia sobre
su eficacia biolégica. Estas decisiones
implican decidir, por ejemplo, dénde y
qué comer o dénde y con quién repro-
ducirse, y todas ellas deben basarse en
informacion. Por tanto, la informacion
que cada individuo use en su toma de
decisiones es crucial determinando su
eficacia biolégica (Owen et al., 2017),
de forma que cuanto mejor informado
esta un individuo mejor puede ajustar
su comportamiento para hacer frente
a los desafios de un mundo cambiante
(Dall et al., 2005).

La informacidbn que necesitan los
animales para llevar a cabo cualquier
decisiéon deben captarla del medio en el
gue viven porque no es posible heredar
genéticamente informacion util sobre
el medio a no ser que este sea abso-
lutamente estable, y, ademas, debe ser
actualizada continuamente pues el me-
dio cambia espacial y temporalmente.
Los individuos pueden obtener informa-
cion directamente usando técnicas de
ensayo Yy error al interaccionar con su
ambiente, lo que se llama informacién
personal, o bien a partir de la observa-
cidn de la interaccion de otros individuos
con el ambiente, es decir, obteniendo in-

Etologuia 25 (2019): 1126, ISSN: 1135-6588
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formacién social (Danchin et al., 2004)
(Figura 1). Asi, por ejemplo, un 0so que
quiere pescar salmones y debe elegir
dénde hacerlo, puede evaluar directa-
mente la cantidad de salmones que hay
en un tramo de rio y obtener informacién
personal, u observar el éxito de caza de
otros 0s0s, o0 incluso de otras especies
como las aguilas pescadoras en ese
tramo del rio. A este Ultimo tipo de infor-
macion se le denomina informacién so-
cial y su uso se asume que proporciona
un método rapido y eficaz para evaluar
recursos y amenazas. Ademas, es me-
nos costoso que la obtencién de infor-
macion personal, dado que interaccio-
nar directamente con el medio conlleva
tiempo y podria exponer a los animales
a riesgos (Laland, 2004; Morand—Fe-
rron et al., 2019). Asi, parece menos
costoso y peligroso evaluar el riesgo de
depredacién en un parche mediante la
observacion de las llamadas de alarma
de congéneres u otras especies ame-
nazadas por los mismos depredadores
que evaluar de forma directa dicho ries-
go mientras se pone en peligro la vida.
Por otro lado, la informacién social en
muchas ocasiones es mas integradora
que la informacién personal ya que es
capaz de reflejar los efectos de mul-
tiples factores, evitando por tanto los
costes de evaluar cada factor de mane-
ra independiente (Danchin et al., 1998;
Morand—Ferron et al., 2019) (Figura 1).
Por ejemplo, el éxito reproductor de
una serie de individuos viviendo en un
parche es una pista integradora de la
calidad de habitat que informa sobre la
disponibilidad tréfica, la disponibilidad
de sitios de cria, la presion de depreda-
cién y parasitismo, etc. Por ello, parece
menos costoso recolectar informacion a
partir de esta pista que hacerlo evaluan-
do de forma independiente cada uno de
estos factores. Por otra parte, la infor-
macion social puede ser producida de

Etologuia, 25 (2019), ISSN: 1135-6588

forma intencionada o no intencionada
(Figura 1). En el primero de los casos
la informacion se obtiene de rasgos que
han sido especificamente disefiados
por la seleccién natural para transmitir
informacién, es decir, a partir de sefiales
gue son aquellos rasgos implicados en
la comunicacion (Danchin et al., 2004)
(Figura 1). Un ejemplo clésico son las
llamadas de alarma de las aves que son
vocalizaciones producidas por indivi-
duos en peligro para avisar a familiares,
entre otros, del riesgo de depredacion.
Estas sefiales ademas pueden informar
de forma no intencionada sobre el ries-
go de depredacion local a congéneres
no emparentados o individuos de otras
especies que compartan depredadores,
quienes se aprovecharian del intercam-
bio de informacion entre familiares. Al-
ternativamente, la informacion social
puede también ser producida de forma
no intencionada cuando se extrae de
hechos que los organismos no pueden
evitar mostrar y pueden ser detectados
y usados por otros organismos para me-
jorar su toma de decisiones (Danchin et
al., 2004) (Figura 1). Asi, por ejemplo,
el éxito reproductor no puede ocultarse
y esta pista puede informar a los congé-
neres sobre la calidad de habitat local
en términos de alimento, sitios de nidi-
ficacion y riesgo de depredacion y pa-
rasitismo (Danchin and Wagner, 1997).
En cualquiera de los casos, tanto si se
produce de forma intencionada o no, la
informacion social revela el resultado de
las actividades y/o decisiones de otros
individuos en un ambiente determina-
do y, por tanto, proporciona una estima
de la calidad ambiental. Estas y otras
ventajas hacen que el uso de informa-
cion social sea un mecanismo comun
y eficaz para mejorar la evaluacion de
la calidad de los recursos (Seppanen et
al., 2007; Schmidt et al., 2010) que esta
ampliamente extendido en el reino ani-
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Ambiente

Informacioén

Toma de decisiones por los animales

Observacion del ambiente

Observacion factor | Observacion factor IlI

Observacion factor Il

Informacién personal
factor |
Informacién personal
factor Il

Informacién personal
factor IIl

Informacion personal sobre varios factores

Receptores intencionados

Observacion de otros animales

Observacion de pistas integradoras

Rasgos disefiados para
transmitir informacion

Rasgos que informan
sin intencién

Receptores
no intencionados

Informacién social

intencionada Informacién social

no intencionada

Informacién social sobre varios factores

Figura 1. Tipos y caracteristicas de la informacién que los animales pueden captar

del medio y tipos de receptores.

mal en contextos tan diversos como la
eleccion de pareja, la seleccion de habi-
tat de reproduccion, la seleccion de par-
ches de alimentacion y la evitacion de la
depredacion (Danchin et al., 2004; Blan-
chet et al., 2010; Schmidt et al., 2010).
Por ello, las implicaciones ecoldgicas
del uso de informacion social por los
animales en sus decisiones vitales son
diversas y profundas. Asi, puede afectar
a la ecologia poblacional favoreciendo,
por ejemplo, las agregaciones de indi-
viduos (Danchin and Wagner, 1997),
también proporciona un mecanismo que
explica la ausencia de efectos denso—
dependientes (Blanchet et al., 2010) y
podria ayudar a entender la coexisten-
cia de especies competidoras (Parejo
and Avilés, 2016) y, por tanto, la biodi-
versidad. Tiene también consecuen-
cias a nivel evolutivo, por ejemplo en la
evolucién de pistas y sefiales (Danchin
et al., 2004) y puede afectar al solapa-
miento de nicho entre especies (Parejo
and Avilés, 2016).

Etologuia, 25 (2019), ISSN: 1135-6588

La colonialidad en aves como
punto de partida

Mi primer contacto con la informacion
social fue durante el desarrollo de mi
tesis doctoral. Estudiando la biologia
reproductora de 3 especies de garzas
gue se reproducian en colonias mix-
tas me interesé por los factores que
podian determinar la colonialidad en
aves. Queria indagar en las razones
gue llevaban a individuos competidores
a agruparse en un espacio reducido en
el que tenian que luchar por el espacio
y los recursos alimenticios y donde la
probabilidad de transmision de enfer-
medades y parasitos era alta. Casi al
final de la escritura de mi tesis docto-
ral llegé a mis manos un articulo que
fue determinante en mi busqueda de
respuestas en este campo. Este arti-
culo, publicado en TREE (Danchin and
Wagner, 1997), proponia nuevas hip6-
tesis para explicar la evolucién de la
colonialidad. En él se enfrentaban las
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hipétesis clasicas (ventajas en la ob-
tencion del alimento, ventajas al reducir
la depredacion o la combinacion de los
dos tipos de ventaja) a una nueva hi-
poétesis que proponia que los animales
para elegir sus sitios de reproduccion
evaluaban una serie de factores eco-
I6gicos fijandose en la distribucion de
congéneres exitosos y compafieros po-
tenciales, lo cual conduciria a la agre-
gacién de individuos en determinados
sitios. En otras palabras, proponian
que las colonias de reproduccién pue-
den ser simplemente el subproducto de
la eleccion de comodidades, como son
hébitat o compafieros idoneos (pero
también otros como seguridad, salud,
fertilidad y sitios de nidificacion) por
parte de muchos individuos. En un tra-
bajo posterior, algunos de los autores
de este trabajo ya propusieron que una
de las pistas integradoras que podria
mostrar todas las comodidades reque-
ridas por los individuos para reprodu-
cirse (disponibilidad de alimento, sitios
de reproduccién, densidad de depreda-
dores y parasitos,...) podria ser el éxito
reproductor de los congéneres, pues al
ser un componente del fitness integra
el efecto de muchos de los factores que
lo determinan (Danchin et al., 1998).
Estos trabajos me hicieron tener una
vision diferente de los datos sobre colo-
nias de ardeidos que yo tenia tomados,
y me permitieron reevaluar mis resulta-
dos desde la perspectiva de estas hipo-
tesis que ahi proponian: la hipétesis de
la seleccion de las comodidades, por un
lado, y la hipotesis de la atraccion a co-
nespecificos basada en el éxito, por el
otro. Ambas hipétesis se basaban en el
uso de informacion publica, entendida
ésta como la informacién obtenida de
observar el comportamiento de otros in-
dividuos una vez que han evaluado los
recursos disponibles (Valone and Tem-
pleton, 2002), para evaluar la calidad de
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los habitats de reproduccion. Esta idea,
gue comenzo siendo propuesta y eva-
luada en un contexto de seleccion de
habitat de reproduccién principalmente
con aves coloniales (Schjorring et al.,
1999; Brown et al., 2000; Frederiksen
and Bregnballe 2001), pronto fue tam-
bién testada en aves territoriales (Doli-
gez et al., 1999; Doligez et al., 2002).

Mi aportaciéon al conocimiento
del uso de informacién social
por los animales

Aprendiendo sobre informacién social

En este marco, una vez defendida mi te-
sis doctoral, contacté con Etienne Dan-
chin, en aquel momento investigador del
CNRS en el departamento de Ecologia
de la Universidad de Paris. A Etienne,
gue fue uno de los promotores de estas
ideas en un contexto de seleccién de
héabitat de reproduccion, le propuse so-
licitar financiacién para poder formarme
con él. La financiacion llegé en forma de
un contrato postdoctoral de la UE y co-
mencé a trabajar con este investigador
en un macroproyecto que pretendia po-
ner de manifiesto la importancia de la in-
formacion publica en un ave pequefia, el
herrerillo comuUn (Cyanistes caeruleus).
El herrerillo es una especie para la que
se esperaba que la informacién publica
no fuera relevante por ser territorial, se-
dentaria y de pequefio tamafio. Uno de
los objetivos principales del proyecto era
comprobar si el éxito reproductor local
de los congéneres en una temporada
podria determinar la seleccién de habi-
tat de reproduccioén al afio siguiente. En
unas 500 ha de bosque donde teniamos
instaladas 759 cajas nido para péaridos
distribuidas en distintos parches, realiza-
MOS un experimento que consistio en la
manipulacién del éxito reproductor global
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al alza o a la baja a escala de parches.
De acuerdo con la hipétesis del uso de
informacién publica en la eleccion del
parche reproductivo, encontramos que
al afo siguiente los individuos prefirieron
los sitios en los que los congéneres pa-
recian haber tenido mayor éxito el afio
precedente (Parejo et al., 2007a).

Durante este periodo, también me in-
teresé por los factores que afectaban al
valor de la informacién publica, investi-
gando esto en sistemas diferentes. Asi,
por ejemplo, estudiamos el efecto de la
edad en la propensiéon a usar informa-
cién puablica en el herrerillo (Parejo et
al., 2007b). Encontramos que, para se-
leccionar los sitios en los que reprodu-
cirse, los juveniles sdélo se fijaban en la
densidad local de congéneres en el afio
que iban a reproducirse, mientras que
los adultos usaban el éxito local de con-
géneres en el afio previo. Esto parece
apuntar a la existencia de una limitacién
temporal en los juveniles para captar
este tipo de informacién. Por otro lado,
colaborando con Daniel Oro, del IME-
DEA (CSIC-UIB) mostramos algunas
evidencias que indicaban que la infor-
macién publica era poco Util en especies
que viven en ambientes inestables como
la gaviota de Audouin (Larus audouinii),
pues el éxito local de los congéneres un
afio no puede predecir el éxito al afio si-
guiente (Parejo et al., 2006).

En todo este tiempo se publicaron
revisiones que desarrollaron las bases
tedricas del uso de informacién puablica
y ampliaron las miras proponiendo el tér-
mino de informacion social, que incluiria
toda aquella informacion que procede de
la interaccién de otros con el ambiente
(Danchin et al., 2004), y que es suscep-
tible de ser usada en la toma de deci-
siones por los animales. La informacién
social incluye tanto la proporcionada por
pistas que revelan el éxito o la presencia
de otros individuos (informacién social
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no intencionada), como aquella que se
origina a través de las sefiales que han
sido disefladas por la seleccién natural
para proporcionar informacion (informa-
cion social intencionada) (Danchin et al.,
2004) (Figura 1).

A pesar de todos estos avances en
el estudio del uso e importancia de la
informacién social en la toma de deci-
siones por los animales, yo seguia intri-
gada por las agrupaciones multiespeci-
ficas de individuos y por la coincidencia
en tiempo y espacio de especies com-
petidores. Asi que, a la vez que desa-
rrollaba mi trabajo en el equipo del Dr.
Danchin, empecé a darle vueltas a una
idea central en mi investigacion, que es
el hecho de que la informacion publica
sobre el éxito de una especie pudiera
determinar también el comportamiento
de individuos de otras especies, siem-
pre que las especies implicadas com-
partieran requerimientos o amenazas.
Esta idea se basa en el hecho de que
cuanto mayor es el solapamiento de
nicho entre los individuos mayor es la
competencia pero también mayor es el
valor de la informacion que ellos propor-
cionan sobre los recursos compartidos
(Parejo et al., 2005). La idea de que los
individuos de una especie pudieran in-
fluir en la seleccién de habitat de repro-
duccién de otras especies no era nue-
va (Cody, 1985), pero la mayor parte de
los estudios sobre el tema se centraban
en la evitacion de los heteroespecificos
mediante competencia interespecifica
(Gustafsson, 1987; Martin and Matrtin,
2001b, 2001a) y menos frecuentemen-
te en la atraccion hacia los heteroespe-
cificos (Monkkoénen et al., 1990; Fors-
man et al., 1998; Whiting and Greef,
1999; Forsman et al., 2002). De hecho,
habia evidencias fuertes de atraccion
de algunas especies por otras, incluso
entre especies competidoras. Este es
el caso de los papamoscas collarinos
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(Ficedula albicollis) que eran atraidos
hacia zonas donde criaban distintas
especies de paridos y, al instalarse en
ellas, mejoraban su fitness (Forsman et
al., 2002). Por otro lado, también habia
evidencias recientes que mostraban el
uso de informacién social procedente
del éxito de individuos de otras espe-
cies en un contexto de busqueda de ali-
mento (Coolen et al., 2003). Todo ello
me llevé a proponer que la informacion
social procedente del éxito de indivi-
duos de una especie también podria
ser usada por individuos de especies
competidoras para evaluar los habitats
de reproduccion y, por tanto, modificar
su comportamiento. Hice un primer test
de esta idea usando como modelo de
estudio dos especies de aves, carracas
(Coracias garrulus) y cernicalos vulga-
res (Falco tinnunculus), que compar-
tian sitios de reproduccién y alimento
en la zona de estudio. Con datos pre-
viamente recogidos en Extremadura y
en colaboracién con Jesus M. Avilés,
de la EEZA (CSIC), encontramos al-
gunos resultados que parecian indicar
que la informacién sobre el éxito re-
productor de los individuos de una es-
pecie (Figura 2) podria ser usada por
individuos de otra especie para evaluar
la calidad de los habitats de reproduc-
cion (Parejo et al., 2005). El primer test
experimental de esta idea lo llevamos
a cabo usando los datos obtenidos del
experimento que previamente habia-
mos llevado a cabo en el bosque fran-
cés manipulando del éxito reproductor
de los herrerillos (Parejo et al., 2008a).
Aprovechamos que en el bosque tam-
bién se reproducian carboneros (Parus
major) en las mismas cajas nido, y es-
tudiamos si el éxito reproductor mani-
pulado de los herrerillos un afio era la
pista usada por los carboneros para
evaluar el habitat de reproduccion al
afio siguiente y decidir en consecuen-
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cia. No encontramos ninguna eviden-
cia que mostrara que los carboneros
usaban el éxito reproductor de la otra
especie en este contexto. Sin embargo,
sus decisiones de dispersion si se rela-
cionaron con la densidad tanto de con-
géneres como de heteroespecificos. La
densidad poblacional de las distintas
especies es también informacién social
y, al estar intimamente relacionada en
la naturaleza con el éxito reproductor,
podria tener un efecto confuso sobre
los individuos que podrian evaluar sélo
una de las dos pistas (Parejo et al.,
2008a).

Durante mi periodo postdoctoral co-
mencé también a trabajar con una es-
pecie de insecto, la mosca del vinagre
(Drosophila melanogaster) en colabo-
racion con Etienne Danchin y Agnes
Lefranc, que era la persona que dirigia
la linea de investigacion sobre la espe-
cie. Interesados en profundizar en los
factores enddégenos que afectaban al
uso de informacion social en los ani-
males, me dediqué a producir lineas
de moscas que diferian en rasgos de
calidad fenotipica, visualmente distin-
guibles, para posteriormente usarlos
en experimentos de uso de informacion
social en distintos contextos. Una vez
conseguidas estas lineas de moscas,
nos pusimos en contacto con Frederic
Mery, del CNRS en Francia, que lide-
raba un grupo de investigacién sobre el
estudio de la memoria en Drosophila y
le propusimos llevar a cabo una bate-
ria de experimentos para comprobar si
las hembras podian evaluar la calidad
de los machos observando el éxito de
emparejamiento de estos. Para acep-
tar esta hipotesis las hembras deberian
preferir a los machos que hubieran sido
capaces de conseguir una pareja frente
a los solteros. Mostramos por primera
vez que esta estrategia, que ya habia
sido descrita en otros taxones (e.g. Nor-
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Figura 2. Pollos de cernicalo vulgar justo antes de volar. EI nimero medio de pollos
producidos por nido en una zona constituye informacién social para congéneres y
heteroespecificos, pudiendo indicar de forma fiable la calidad de habitat local.

dell and Valone, 1998; Witte and Nolte-
meier, 2002), también podia funcionar
en un invertebrado pues vimos que las
hembras copiaban la eleccién de otras,
incluso cuando habia inconsistencia
entre lainformacion personal y la social.
En un primer experimento, las hem-
bras pasaron de preferir a los machos
de buena calidad a preferir por igual a
los machos de buena y mala calidad
después de haber visto a los machos
de mala calidad copulando con otras
hembras (Figura 3). Esto incluso ocu-
rria cuando los machos ofrecidos a las
hembras tenian distinto fenotipo no re-
lacionados con la calidad, y simplemen-
te eran diferentes porque estaban pin-
tados de dos colores diferentes. Asi, en
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un segundo experimento a cada hem-
bra prospectora le dejabamos observar
un macho de uno de estos colores en
compafia de una hembra receptiva y
al macho del color alternativo después
con una no receptiva. Después deja-
bamos elegir a la hembra prospectora
entre dos machos, uno de cada color. El
resultado que obtuvimos es que cuando
la hembra prospectora no ve qué ma-
cho tiene éxito de emparejamiento elige
por igual a todos, pero que cuando lo ve
prefiere a los machos del color de los
gue tuvieron éxito de emparejamien-
to independientemente del color. Esto
indica que se da copia de eleccion de
pareja incluso cuando el rasgo fenoti-
pico usado como informacién no indica
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Macho de mala calidad es mostrado
copulando con una hembra

Figura 3. Modificada de Mery et al. 2009. Porcentaje medio del tiempo pasado por
cada hembra prospectora cerca de los machos de buena y mala calidad antes (pre-
test) y después (posttest) de mostrar a una hembra modelo copulando con un macho

de mala calidad.

calidad (Mery et al., 2009).

Profundizando en el estudio de la infor-
macion social

Durante la redaccion de estos manus-
critos yo ya estaba de vuelta en Espa-
fia intentando hacerme un hueco en
el sistema espafiol. Al llegar continué
trabajando en Extremadura con carra-
cas y cernicalos, aunque en una zona
de estudio diferente a donde habiamos
obtenido los datos con los que habia-
mos testado en primer lugar la idea del
uso de informacion social basada en el
éxito reproductor de los heteroespeci-
ficos. Alli, en colaboracion con Nadia
Silva (mi estudiante de tesis desde
2005 hasta 2008), usando una apro-
ximacion experimental, comprobamos
en primer lugar que el cernicalo vulgar
usaba informacion social proporcio-
nada por el éxito de los congéneres

Etologuia, 25 (2019), ISSN: 1135-6588

para elegir sus sitios de reproduccion,
y después aportamos la primera evi-
dencia correlativa en este contexto del
uso de la coloracion del plumaje de los
congéneres como otra fuente de infor-
macioén social. En concreto, nuestros
resultados mostraron que los cernica-
los usan el éxito de reproduccion de
los congéneres en sus decisiones de
emigracion y que podrian fijarse en la
coloracion del plumaje de las hembras
como sefal de calidad de las hembras
residentes para las decisiones tanto de
emigracién como de inmigracion. Por
tanto, parece que esta especie puede
usar ambas fuentes de informacién, el
éxito de los congéneres y las sefales
gue indican calidad, en su eleccion de
habitat (Parejo et al., 2017).

En paralelo a la toma de datos con
cernicalos y carracas, colaboré con
el grupo de Juan Soler de la EEZA
(CSIC), que estaban estudiando la
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Figura 4. Modificada de Parejo et al. (2008b). Tasa de visitas de prospectores/h (me-
dia £ error estandar) en cada momento de estancia de los pollos en el nido en nidos
de estorninos de nidadas control o experimentalmente reducidas. La manipulacion
experimental consistio en retirar 0, 1, 2, 3 y 4 pollos recién nacidos.

reproduccion de estorninos negros
(Sturnus unicolor) en cajas nido en
la provincia de Granada. Estudiamos
los mecanismos comportamentales
de captaciéon de la informacion social
en la especie. En el grupo habian ob-
servado que en esta especie muchos
individuos visitaban las cajas nido ya
ocupadas, y que los visitantes eran
ajenos a la pareja reproductora. Hici-
MOoS un experimento para investigar el
papel de estas visitas manipulando el
tamafio de nidada en distintos nidos y
observando el numero de visitas por
extraflos a los mismos en tres mo-
mentos diferentes del periodo de es-
tancia de los pollos en nido. Encontra-
mos que la tasa de visitas era mayor
al final del periodo de estancia de los
pollos en nido que es cuando la infor-
macién que se puede obtener es mas
fiable y predictiva y en los nidos con
mayor éxito reproductor (Figura 4), lo
que confirma que los individuos pros-
pectan para recolectar informacion
sobre el éxito reproductor (Parejo et
al., 2008b).
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Independientemente de todos estos
trabajos a nivel intraespecifico, yo se-
guia planteandome cuestiones sobre
el uso de informacién social a nivel
interespecifico. Asi que, por un lado,
extendi la idea que proponia que la in-
formacion social extraida del éxito de
individuos de otras especies que com-
parten necesidades y amenazas pue-
den también ser utilizadas como una
fuente de informacién social a un caso
particular de seleccién de habitat de re-
produccién que es la seleccion de hos-
pedadores por parasitos de cria aviares
(Parejo and Avilés, 2007). Los parasitos
ponen sus huevos en los nidos de los
hospedadores y, por tanto, parasitos
y hospedadores comparten nido. Por
ello, la seleccién de hospedador es la
seleccion de habitat de reproduccion
por parte de los parasitos. En este sis-
tema propusimos que los parasitos po-
drian elegir los mejores nidos a los que
parasitar fijandose en los caracteres
sexuales secundarios de los hospeda-
dores que son los que indicarian la ca-
lidad de sus portadores y, por tanto, las
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posibilidades de éxito para los parasitos
(Parejo and Avilés, 2007).

Encontramos unos pocos estudios
con resultados que apoyaban esta hipo-
tesis pues mostraban relaciones entre
la expresion de rasgos de los hospeda-
dores que previsiblemente funcionaban
como sefiales sexuales y la tasa de
parasitismo (Soler et al., 1995; Moskat
and Honza, 2000; McLaren and Sealy,
2003). Por nuestro lado testamos esta
idea en colaboracién con el grupo de
Csaba Moskat, de la Hungarian Aca-
demy of Sciences en Hungria, en el sis-
tema de hospedador—parasito carrice-
ro—cuco. Miramos primero si el canto de
los machos y el tamafio del nido de los
carriceros tordales (Acrocephalus arun-
dinaceus) revelaba informacién sobre
sus habilidades parentales y de defen-
sa contra los cucos (Cuculus canorus).
Ademas, analizamos si las preferencias
de las hembras de cuco por los nidos de
hospedador se asociaban al grado de
expresion del canto y al tamafio del nido
de los carriceros. Encontramos que el
volumen de los nidos predice la calidad
parental y se relaciona con la tasa de
canto de los machos. Sin embargo, los
cucos no eligieron los nidos de hospe-
dador en base a estas variables, lo cual
puede explicarse si se tiene en cuenta
qgue el volumen de los nidos, ademas
de la calidad parental, también predice
la habilidad discriminatoria contra el pa-
rasitismo, es decir el rechazo (Avilés et
al., 2009). Posteriormente se han apor-
tado mas evidencias de parasitos de cria
aviares usando rasgos sexuales de sus
hospedadores como el volumen de sus
nidos para elegir los mejores nidos de
parésitos (e.g. Soler et al., 2014).

Por otro lado, en colaboracion con
Jesus Avilés, empecé a seguir una co-
munidad de aves cavernicolas de me-
diano tamafio que se reproducian en
cajas nidos situadas en los alrededores
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del parque natural de la Sierra de Baza.
Esta comunidad suponia una oportuni-
dad Unica para trabajar con informacion
social a nivel interespecifico dado que
incluye especies que comparten sitios
de reproduccién, presas y depredado-
res como mochuelos (Athene noctua),
autillos (Otus scops) y carracas y que,
ademas, una de estas especies emi-
te llamadas de alarma cuando detec-
tan un depredador. Estas llamadas
de alarma tienen como objeto alertar
a los congéneres, normalmente a los
familiares, del riesgo potencial de de-
predacion (Weary and Kramer, 1995),
reclutar vecinos para hacer defensa co-
munal (Curio et al., 1978), o avisar al
depredador de que ha sido detectado
(Hasson, 1991); bien para confundirlo
0 para mostrarle que la presa estéa pre-
parada para escapar. Ademas, como se
ha sefialado previamente, las sefiales
de alarma pueden proporcionar infor-
macion sobre el riesgo de depredacion
local a receptores no intencionados,
tales como congéneres no familiares
y muchos individuos de otras especies
gue comparten depredadores con los
emisores de las sefiales. Por tanto, es-
tas sefiales de alarma constituyen una
fuente de informacién social valiosa. En
el aflo 2010, antes del inicio de la re-
produccion, llevamos a cabo un experi-
mento manipulando a escala de parcela
la informacién social sobre el riesgo de
depredacion proporcionada por las lla-
madas de alarma de los mochuelos. Hi-
cimos tres tratamientos experimentales,
uno de riesgo de depredacion simulado
por llamadas de alarma de mochuelo,
otro de no riesgo de depredacion simu-
lado mediante llamadas de contacto de
mochuelo, y un Ultimo tratamiento de
control en el que no poniamos cantos.
Vimos que los autillos evitaban insta-
larse en los sitios donde el mochuelo
sefializa un alto riesgo de depredacién
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mediante sus llamadas de alarma. Pre-
firieron nidificar en zonas en las que,
0 bhien no hay llamadas de mochuelo,
0 bien son llamadas de contacto y por
tanto no sefalizan riesgo. Es decir, los
autillos usaban la informacién social
en relacién al riesgo de depredacién
proporcionada por otra especie para
sus decisiones de seleccion de hébitat
de reproduccion (Parejo et al., 2012).
Hasta ese momento habia evidencias
de que las llamadas de alarma de indi-
viduos de una especie podian modular
el comportamiento antidepredador de
otras especies (Templeton and Greene,
2007; Fallow and Magrath, 2010), pero
no se conocia el papel de las llamadas
de alarma de individuos de una especie
sobre la toma de decisiones a la hora
de elegir habitats de reproduccion de
individuos de otras especies y, por tan-
to, sobre la organizacion y estructura de
las comunidades.

Por otro lado, la importancia de es-
tas sefiales de alarma como informa-
cién social puede variar para distintas
especies dentro de una comunidad, de
modo que la informacién social sobre
la presencia de depredadores en una
comunidad puede afectar a miembros
de distintos niveles troficos y hacerlo
de manera diferente sobre ellos, por
ejemplo, a través de los efectos casca-
da. Asi, las llamadas de alarma emiti-
das por una especie pueden modificar
el comportamiento antidepredatorio de
individuos de su misma especie y de
todos aquellos individuos con las que la
especie emisora comparta depredado-
res. Pero las llamadas de alarma de una
especie también pueden afectar a sus
especies presa pues el cambio induci-
do en el comportamiento de los congé-
neres y de individuos de otras especies
del mismo nivel tréfico puede afectar
indirectamente a las presas a través de
los efectos cascada. Tenemos algunos
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resultados que muestran que esto es
asi en la comunidad de aves caverni-
colas descrita previamente, y en la que
también se incluyen otras especies de
aves que son presas de mochuelos y
autillos (Figura 5). En este sistema,
estudiamos cémo la informacion social
sobre el riesgo de depredacion por de-
predadores superiores afectaba a los
mesodepredadores (mochuelos y auti-
llos), y también a las presas dentro de
una cadena trofica. Realizamos un ex-
perimento en parches, similar al ante-
riormente descrito, y cuantificamos las
consecuencias para todas las especies
de aves que se reproducen en el sis-
tema, tanto mesodepredadores como
presas. Encontramos que los mesode-
predadores se instalan donde hay in-
formacion social, independientemente
de lo que esta transmita. Sin embargo,
las especies presa del mochuelo, que
es la especie informadora, prefieren
instalarse donde los mochuelos indican
alto riesgo de depredacion, probable-
mente porque esto significa estrés para
los mochuelos (Parejo et al., 2018).
Esto confirma que la informacioén social
puede ser interpretada de forma dife-
rente en funcién de la especie que la
reciba en este caso a través de efectos
indirectos que se generan sobre los ni-
veles basales de las cadenas troficas.
Todos estos resultados a nivel in-
terespecifico pueden tener enormes
implicaciones en la estructura de las
comunidades naturales y en la coexis-
tencia de especies pues muestran como
la informacién social puede determinar
la organizacion de las comunidades a
través de los cambios inducidos en el
comportamiento de los individuos. La
coexistencia de especies competido-
ras, que ocurre siempre que dos o mas
especies que comparten recursos com-
parten también espacio y tiempo, sigue
siendo un enigma a resolver importante
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Figura 5. Extraida de Parejo et al. (2018). Simplificacion de la red tréfica en la que
estudiamos la comunidad de aves cavernicolas. El mochuelo, que es la especie que
emite llamadas de alarma, esta marcado en amarillo. Las carracas, los mochuelos
y autillos compiten por las cavidades para reproducirse y comparten depredadores
potenciales como los buhos mas grandes. Carboneros (Parus major), estorninos y
gorriones chillones (Petronia petronia) también compiten por las cavidades con ca-
rracas, mochuelos y autillos y son presas comunes de las dos especies Ultimas. Las
flechas de distinta anchura indican la importancia de cada especie en la dieta de los
depredadores. Las ilustraciones fueron hechas por Mdénica Expésito.

para los ecélogos (Clark et al., 2007). La
paradoja viene de que, por un lado, el
principio de exclusién competitiva esta-
blece que las especies limitadas por los
mismos factores no pueden compartir
espacio y tiempo (Gause, 1934). Por
otro lado, cuestionando este paradigma,
los estudios empiricos frecuentemente
muestran la coexistencia de competi-
dores en comunidades naturales. Para
resolver este enigma se han propuesto
varias soluciones (Wilson, 1990; Holt,
2001; Sommer and Worm, 2002), pero
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todas ellas han dado una importancia
capital a los efectos negativos de las
interacciones, olvidando los posibles as-
pectos positivos de las mismas. No obs-
tante, recientemente hay una demanda
general para incluir las interacciones
positivas cuando se estudie la estructura
de las comunidades, principalmente en
plantas (Bertness and Callaway, 1994;
Stachowicz, 2001; Bruno et al., 2003;
Crowley and Cox, 2011; Mclintire and
Fajardo, 2014). Uno de los mecanismos
positivos que podria determinar decisio-
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nes en los animales que hicieran posi-
ble la coexistencia entre competidores
podria ser el uso de informacién social
procedente de heteroespecificos (Pare-
jo and Avilés, 2016). La cuestion es si
el uso de informacién social es uno de
los mecanismos potenciales por los que
las especies que comparten factores li-
mitantes pueden cambiar su comporta-
miento y aumentar su tolerancia hacia
las otras especies. La base de esto es
que sélo los competidores pueden pro-
porcionar informacién sobre factores li-
mitantes compartidos y que cuanto mas
sea el solapamiento de nicho entre los
individuos mayor es la competencia,
pero también mayor es el valor de la in-
formacion que ellos proporcionan (Pare-
jo et al., 2005). Asi, por ejemplo, Eckardt
and Zuberbuhler (2004) estudiando
dos especies de monos, el mono diana
(Cercopithecus diana) y el mono de na-
riz blanca (Cercopithecus nictitans), vie-
ron que, aunque mostraban una compe-
tencia intensa por el alimento, coexistian
y formaban asociaciones multiespeci-
ficas semi—permanentes. No obstante,
en estas asociaciones siempre habia
mayor numero de individuos del compe-
tidor mas fuerte, el mono diana, mientras
que el mono de nariz blanca estaba en
densidades muy bajas. En base a obser-
vaciones hechas en el campo y a una
serie de experimentos se confirmé que
los monos de nariz blanca tenian un pa-
pel vital en la defensa contra el principal
depredador de las dos especies de mo-
nos, el aguila coronada, pues eran muy
eficaces detectandolas y emitiendo lla-
madas de alarma. Esto sugiere que los
monos de nariz blanca obtienen acceso
a los arboles con alimento gracias a las
ventajas antidepredadoras en forma de
informacién social que reportan a los
monos diana, de forma que estos Ulti-
mos toleran la presencia de los monos
de nariz blanca (subordinados) sélo para
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parasitar su sistema defensivo contra el
aguila coronada.

Los ecélogos, por tanto, podrian me-
jorar su comprension de la estructura
de las comunidades de competidores
si consideran la naturaleza reciproca de
las interacciones debido a que los com-
petidores comparten factores limitantes.
Tanto la disponibilidad y el valor de la in-
formacion social como la intensidad de
la competencia es probable que se vean
afectados por factores como el nivel de
solapamiento de recursos entre los com-
petidores, la simetria de la informacién
social, la densidad de competidores, el
tipo de factor limitante sobre el que la
informacién social comunica y las con-
diciones ambientales. La dindmica pro-
puesta tiene consecuencias ecolégicas
evidentes porque el uso de informacion
social podria estar teniendo un papel im-
portante estructurando las comunidades
animales a través de la compensacion
de la competencia. Ademas en tiem-
po evolutivo, el uso de informacién en
comunidades de competidores podria
promover el solapamiento de nicho, al
menos bajo condiciones ambientales fa-
vorables (Parejo and Avilés, 2016).

De forma general, es pues eviden-
te que el marco conceptual basado
en el estudio del uso de informacion
social por los animales puede propor-
cionar una comprensiéon mas integral
de cémo se comportan los animales
en sus entornos sociales (Bonnie and
Earley, 2007). Asi, la informacion social
proporciona un mecanismo comdn a
través del cual los comportamientos de
muchos individuos llegan a estar corre-
lacionados en el espacio y en el tiem-
po. Por tanto, la informacion social, y
su uso por con— Yy hetero—especificos a
afectaria a la dindmica y estructura de
las poblaciones y de las comunidades.

En conclusién, mi trayectoria estu-
diando el uso de informacién social en
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los animales subraya la importancia
de entender el comportamiento animal
para profundizar en cuestiones ecolo-
gicas clasicas como el estudio de las
interacciones y la dinamica, estructura
y funcionamiento de las poblaciones y
comunidades. En la interfase entre com-
portamiento y ecologia es, precisamen-
te, donde queda mas por hacer en el
estudio de la informacion social puesto
que hay actualmente mucho desconoci-
miento sobre cémo se da la transmision
de informacion en funcion de la estruc-
tura de las comunidades. La estructura
de las comunidades puede determinar
la calidad y disponibilidad de informa-
cién social puesto que el namero de
interacciones (informativas) inter— e in-
tra—especificas que se establecen y el
grado de transmision de informacion va
a depender de caracteristicas de las co-
munidades. Plantearse preguntas sobre
procesos ecoldgicos y evolutivos consi-
derando posibles flujos de informacion
entre los miembros de las comunidades
so6lo puede conllevar ventajas. Los flujos
de informacién pueden ser determinan-
tes en la toma de decisiones, en la distri-
bucién espacial y en la expresion de los
rasgos por los animales.
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Resumen

El gran avance que en los ultimos afios ha experimentado la bionformatica y la genémica ha
revolucionado la investigacion en todos los campos de la biologia. Varios aspectos de esta
revolucion han propiciado que algunas de las aproximaciones utilizadas tradicionalmente
en estudios con especies modelos y/o bajo condiciones controladas, puedan aplicarse en
individuos de especies silvestres viviendo en su medio natural. Estas nuevas aproxima-
ciones estan empezando a dar sus frutos, determinando la base molecular de algunos
comportamientos complejos en especies ecolégicamente relevantes. En este articulo se
describen las principales posibilidades que nos brinda actualmente la bioinformatica y la
gendmica para el estudio del comportamiento. El articulo esta principalmente encaminado
a iniciar al lector interesado en esta tematica al uso de estas aproximaciones, asi como a
guiarlo entre la multitud de técnicas, de recursos y de software disponibles actualmente.

Palabras clave: Bioinformatica, Bases de datos bioldgicas, Comportamiento, Gendémica,

GWAS, mapeo QTL, NGS, SNV, RNAseq.

Introduccion

Comprender la base molecular del com-
portamiento animal es en muchas oca-
siones importante para determinar la
potencialidad del efecto de la seleccién
natural en este tipo de rasgos, y por tan-
to, su evolucién (Grozinger et al., 2010;
Rittschof and Robinson, 2014; Rausher
and Delph, 2015). Los comportamientos
animales son a menudos complejos, po-
tencialmente regulados por muchos ge-
nes, e influenciados significativamente
por las condiciones ambientales en las
que los individuos los llevan a cabo (Flint
et al., 2010). Este hecho, especialmente

en estudios en condiciones naturales y
con especies silvestres, ha provocado
gue el estudio del comportamiento haya
estado en gran parte fuera del alcance
de los andlisis genéticos tradicionales
(Zuk and Balenger, 2014; Bengston et
al., 2018).

El estudio sobre la asociacion directa
entre genes y determinados comporta-
mientos complejos ha estado restringi-
da principalmente a genes con un gran
efecto en el comportamiento y en un
numero reducido de especies animales,
gue por sus caracteristicas particulares
(ej. cria en condiciones controladas y/o
por la disponibilidad de recursos gené-
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ticos), han permitido llevar a cabo este
tipo de estudios (Weitekamp and Keller,
2019). Una de estas especies mode-
lo es la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), en la que se han identifi-
cado un numero considerable de genes
influyendo en comportamientos com-
plejos, tales como el cortejo o la bus-
queda de alimento (revisado en Soko-
lowski, 2001; Hosken et al., 2019a). Los
insectos sociales son un grupo en el
que también se han realizado interesan-
tes estudios sobre la base genética de
algunas diferencias comportamentales
(Weitekamp et al., 2017), por ejemplo,
en la regulacién del comportamiento so-
cial en la abeja melifera (Apis mielifera,
Page Jr et al., 2012), o en relacion con
la organizacion de las colonias en la
hormiga de fuego (Solenopsis invicta,
Wang et al., 2013). Los genes carac-
terizados en estas y otras especies, se
han utilizado a su vez, y muchos casos
exitosamente, como genes candidatos
en estudios con nuevas especies asu-
miendo que comportamientos similares
pueden tener un origen comuan, o al
menos, compartir la misma base ge-
nética (Fitzpatrick et al., 2005; Ekblom
and Galindo, 2011). Sin embargo, en la
mayoria de los casos, las asociaciones
directas entre genes y comportamien-
tos no se han podido aln determinatr,
aunque, en algunos de estos casos, se
dispone de evidencias indirectas que
confirman su componente genético. En
este grupo, entraria las diferentes apro-
ximaciones para estimar la heredabili-
dad en comportamientos (ver por ejem-
plo, Hosken et al., 2019b). Otras veces,
en cambio, ante la imposibilidad de de-
tectar y/o abordar el estudio del compo-
nente genético de un comportamiento,
se ha optado por asumir la existencia
del componente genético, pero menos-
cabando el papel que pueda éste tener
en la determinacién o limitacion de las
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posibles trayectorias evolutivas que el
comportamiento pueda experimentar
(revisado en Springer et al., 2011; Ritts-
chof and Robinson, 2014).

Los avances relativamente recientes
en las tecnologias de secuenciacién
(Shendure et al., 2017), el incremento
en las capacidades de computacién
y en el desarrollo de herramientas y
recursos bioinformaticos, esta revolu-
cionando la investigacion en todos los
campos de la biologia (Ari and Arikan,
201; Immler, 2019). El estudio del com-
portamiento animal no se est4 que-
dando al margen de esta revolucién,
siendo una buena prueba de ello las
revisiones que se han publicado en los
Ultimos afios sobre trabajos utilizando
aproximaciones gendémicas para estu-
diar comportamientos (ej., Grozinger et
al., 2010; Springer et al., 2011; Ledon—
Rettig et al., 2012; Rittschof and Rob-
inson, 2014; Zuk and Balenger, 2014;
Bengston et al., 2018; Immler, 2019).
Estos avances estan permitiendo exa-
minar con gran detalle la variacion del
comportamiento a nivel molecular utili-
zando todo el genoma, y asociar estas
diferencias a comportamientos espe-
cificos o diferencias sutiles en el com-
portamiento en una amplia variedad de
especies ecologicamente relevantes
(Bengston et al., 2018). Estas aproxi-
maciones estan, ademas, permitiendo
a los investigadores comenzar a com-
prender como la variacion genética
natural contribuye a la vasta cantidad
de variacién en el comportamiento de
los individuos, poblaciones y especies
(Grozinger et al., 2010; Bengston et al.,
2018).

El objetivo de este articulo es intro-
ducir al lector menos familiarizado con
esta temética, al uso de las herramien-
tas mas utilizadas actualmente para la
generacion y analisis de datos gendmi-
cos en el estudio de la base genética
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del comportamiento. Para una revisién
mas exhaustiva de los trabajos cienti-
ficos aplicando estas metodologias al
estudio del comportamiento animal, re-
mito a lector a las revisiones citadas en
el parrafo anterior. En este articulo se
dard una idea del tipo de informacién
que se puede generar, de la que ya
esta accesible, y del tipo de preguntas
que se pueden abordar con esta infor-
macion. También se mencionaran algu-
nas consideraciones practicas para la
generacion y analisis de estos datos,
asi como informacién a la hora de la
eleccion de las herramientas y software
disponibles.

Técnicas y recursos disponibles
para el estudio del componente
genético del comportamiento

Actualmente el tipo de informacion
procedente de la genomica y bion-
formatica se puede clasificar princi-
palmente en i) datos sobre variacion
genética, ii) datos de expresion de
genes, i) datos de regulaciéon de la
expresion génica, e iv) informacion
derivada de la secuenciacién, anotacion
y comparacion de las especies cuyos
genomas han sido completamente se-
cuenciados. En este apartado, se expli-
caran brevemente las aproximaciones
que utilizan este tipo de informacion
para abordar el estudio de la base
genética del comportamiento. Ademas
de la gendmica, hay otras disciplinas
“6micas” que estan empezando a uti-
lizarse en el estudio de comportamien-
tos, pero que por motivos de espacio
no seran descritas aqui. El lector in-
teresado puede consultar Valcu and
Kempenaers (2015) para una revision
de los estudios sobre comportamiento
y protedmica, y los estudios de Kapra-
nas et al. (2016) y Oromi Farrus et al.
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(2017) como ejemplos de aplicaciones
de la metabolémica para el estudio del
comportamiento.

Variacién genéticay comportamiento

Las diferencias en los rasgos entre in-
dividuos, incluido su comportamiento,
pueden ser debidas a las diferencias
en la secuencia del ADN. A cada una
de estas diferencias presentes en un
lugar determinado del genoma se de-
nomina variante genética o polimorfis-
mo genético; los alelos serian cada una
de las formas de una variante presente
en la poblacion. El polimorfismo gené-
tico se suele reservar para aquellas
variantes cuya frecuencia en la pobla-
cién es mayor al 1%. La mutacion es
el proceso que origina los cambios en
la secuencia del ADN y puede deberse
a diversas causas, como fallos duran-
te la replicacion o al efecto de agentes
mutagenos (ej. radiaciones ionizantes
o determinados quimicos). El conjunto
de variantes genéticas que existe entre
individuos de una misma poblacion es
lo que se denomina variacion genética,
y la variacién genética de una especie
entera a menudo se denomina diversi-
dad genética. La variacion genética es
la base necesaria para que ocurra evo-
lucién, ya que permite que la seleccion
natural cambie la frecuencia de los ale-
los de las variantes genéticas que ya
existen en la poblacion en funcion de
su efecto en el éxito reproductivo de los
individuos.

Las variantes genéticas mas utiliza-
das actualmente en los estudios gendmi-
cos son los llamados polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP, Single Nucle-
otide Polyformism), o de forma general
también referidas como variantes de un
solo nucledtido (SNV, Single Nucleotide
Variant) para evitar asi la limitacion de la
frecuencia del 1% del polimorfismo en la
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poblacién (Figura 1A). La presencia de
una SNV, u otro tipo de variante genéti-
ca, puede no tener un efecto evidente
en el fenotipo (SNV neutral), diferencian-
dola de una que si tiene un efecto en el
fenotipo (SNV funcional) (Figura 1B).
La mayoria de las SNVs se encuentran
en la regiéon no codificante del genoma
(ej., Telenti et al., 2016). Hasta hace rel-
ativamente poco tiempo, se consideraba
que esta region del genoma no tenia
una funcion definida (de ahi el término
de ADN basura, del inglés junk DNA); sin
embargo, cada vez hay mas evidencias
de que estas regiones tienen un papel
importante en la estabilidad del genoma
y en la regulacion de la expresion de
genes, entre otras posibles funciones
(Encode Project Consortium, 2012).

Los estudios que utilizan datos de
variacion genética para la identificacion
de la base genética de un compor-
tamiento tratan de identificar asocia-
ciones significativas entre variantes
genéticas y las diferentes alternativas
comportamentales. Este tipo de asocia-
cion puede deberse a (i) que la variante
genética es en si misma responsable
de las diferencias en el comportamiento
(variante causal, por ejemplo la SNV-3
en Figura 1A); o bien, (ii) que la vari-
ante genética no tiene un efecto directo
en el comportamiento (variante neu-
tral) pero esta cerca fisicamente de la
region del genoma donde se encuentra
la variante o variantes responsables de
las diferencias en el comportamiento
(SNV=-2 en Figura 1A) y, por tanto, con
una probabilidad baja de que ocurra re-
combinacién genética entre la variante
neutral y la causal durante la meiosis
que evite que se transmitan conjunta-
mente a la siguiente generacion (SNVs
ligados o en desequilibrio de ligamien-
to, SNV-2 y SNV-3 en Figura 1A).

Las técnicas actuales utilizadas
para identificar SNVs, como otros tipos
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de variantes genéticas, hacen uso de
las plataformas de secuenciacion de
proxima generacién (NGS, Next Ge-
neration Sequencing, Cuadro 1). Es-
tas técnicas permiten caracterizar una
gran cantidad de SNVs a lo largo de
todo genoma (de miles a millones). Lo
destacable en relacion con este articu-
lo, es que se puede llevar a cabo en
especies con pocos 0 ningln recurso
gendmico disponible previamente (Ek-
blom and Galindo, 2011), por ejemplo
aquellas especies para las que no se
dispone aun del genoma de referencia
(ver Cuadro 2), las cuales son todavia
la gran parte de las especies silvestres
utilizadas en los estudios en ecologia
del comportamiento. Estas técnicas
posibilitan la realizacion de estudios
gendmicos en estas especies, como
aquellos encaminados a asociar las di-
ferencias observadas en un determina-
do comportamiento con la presencia de
una o varias variantes genéticas, a fin
de abordar el estudio de su base gené-
tica (Bengston et al., 2018).

Entre este tipo de técnicas, esta la
secuenciacién del genoma completo
(WGS, Whole Genome Sequencing) y
aquellas técnicas que por el contrario
tratan de secuenciar sélo una seleccion
de regiones del genoma. En este Ulti-
mo caso, la seleccion de las regiones
puede realizarse de forma dirigida me-
diante estrategias de enriquecimien-
to para la seleccién de determinados
genes o regiones del genoma. Un
ejemplo de esta aproximacion es la se-
cuenciacion del exoma (WES, Whole
Exome Sequencing), donde solo la par-
te codificante de proteinas del genoma
(equivalente al 1-2% del genoma) es
secuenciada mediante la seleccion de
todos los exones. Por otra parte, tene-
mos aquellas técnicas que seleccionan
las zonas del genoma a secuenciar de
forma méas o menos aleatoria, mediante
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Figura 1. (A) Una SNV (Single Nucleotide Variant) es una variante genética que afecta a
una Unica posicion en la secuencia del ADN, la cual puede tener 4 posibles formas (alelos)
debido a que hay cuatros tipos de nucleétidos que forma la cadena del ADN. Sin embar-
go, la gran mayoria tienen solo dos alelos, siendo las SNVs de tres o cuatros alelos muy
poco frecuentes (gj., Phillips et al. 2015). Las SNVs son la principal fuente de variacion en
el genoma (gj., The Genomes Project Consortium et al. 2015). La presencia de una SNV,
u otro tipo de variante genética, puede no tener un efecto evidente en el fenotipo (SNV
neutral, j., SNV-1 y SNV-2), diferenciandola de una SNV funcional, que si tiene un efec-
to en el fenotipo (ej., SNV-3, influyendo si un individuo es migrador o residente). (B) Las
SNVs funcionales en la region no codificante del genoma tienen su efecto principalmen-
te en la regulacion de la expresion de genes que se pueden encontrar mas o menos aleja-
dos en el genoma, ya sea por modificar los sitios de union de moléculas reguladores de la
expresion de genes (factores de transcripcion, potenciadores (enhancers) o inhibidores),
o0 por afectar a las marcas epigenéticas en esa region del genoma. Las SNVs neutrales
presentes en la region codificante del genoma se deben a que el cambio en la secuencia
de ADN no afecta a la funcion de su producto; en el caso de genes codificantes de pro-
teinas, puede pasar que i) la mutacién dé lugar al mismo aminoacido (SNVs sinénimas)
0 ii) que haya un cambio de aminoacido (SNVs no sinénimas) pero no tenga un efecto
en la funcion, por no estar ese amino acido localizado en un centro activo de la molécula
resultante, o por no afectar significativamente a la estructura tridimensional de la proteina.
En cuanto a las SNVs funcionales de la region codificante, serian aquellas SNVs no
sinénimas que implica un cambio en la funcién de la proteina. Ver por ejemplo http:/bit.
ly/[SNV_efecto, para una lista completa de los tipos de SNVs dependiendo de su efecto.
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la seleccion de los fragmentos del
genoma obtenidos después del uso de
una o varias enzimas de restriccion. En
este grupo estaria la secuenciacion del
ADN asociado a sitios de restriccion
(RAD-seq, Restriction site Associat-
ed DNA Sequencing) y el genotipado
por secuenciacion (GBS, Genotyping
by sequencing); aunque ambas técni-
cas son similares, difieren en algunos
aspectos (ver por ejemplo, Davey et
al.,, 2011). La principal ventaja de la
secuenciacion de una seleccion de
regiones es que se reduce consider-
ablemente el coste por muestra en
comparacion con el precio por mues-
tra del WGS (ver una comparativa de
precios en Bengston et al., 2018). De
esta forma se obtiene un nimero su-
ficiente de variantes genéticas, permi-
tiendo incluir en el estudio a un nimero
mayor de individuos de la poblacion, o
de mas poblaciones. Ademas, una vez
caracterizadas las variantes, y deter-
minadas la secuencia circundante, se
puede recurrir a la creacion de un chip
de genotipado especifico (ver http://
bit.ly/chipADN) con una seleccion de
las variantes detectadas, y determinar
sin necesidad de secuenciacion, los
genotipos de mas individuos a un coste
mucho més reducido. No obstante, es-
tas técnicas de seleccion de regiones
del genoma descartan gran parte del
genoma (en torno al 90% al 99% del
genoma), pudiendo estar en la parte no
observada la regién de interés asocia-
da con las diferencias en el comporta-
miento estudiado. Como resultado de
la secuenciacion utilizando estas técni-
cas se obtiene de millones a cientos
de millones de secuencias, o también
llamadas lecturas (reads), de una lon-
gitud variable dependiendo de la plata-
forma de secuenciacion (Cuadro 1).
El andlisis posterior de las secuencias
permite identificar los diferentes tipos
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de variantes genéticas, incluidas las
SNVs (Cuadro 3).

En cuanto a las aproximaciones para
determinar la asociacién entre genotipo
y comportamiento, destacamos dos, el
mapeo de loci de rasgos cuantitativos
(Quantitative Trait Loci, QTL) y los es-
tudios de asociacion genética (Geno-
me Wide Association Studies, GWAS).
Ambas aproximaciones asumen que
las diferencias comportamentales ob-
servadas entre individuos estan in-
fluenciadas por una o mas variantes
genéticas.

Mapeo QTL

El mapeo QTL ha sido ampliamente
utilizado en técnicas de mejora gené-
tica (ver por ejemplo, Hu et al., 2018)
y en animales modelo de laboratorio,
por ejemplo la rata (Rattus novergicus,
Aitman et al., 2016). En estudios sobre
comportamiento animal, esta aproxima-
cién implica el cruce entre individuos (o
especies) que muestren diferencias en
un determinado comportamiento (Figu-
ra 2A). Aquellos marcadores genéticos
gue estan cerca de las variantes cau-
sales en el genoma tenderan a pasar
conjuntamente a las siguientes genera-
ciones, ya que la probabilidad de que
la recombinacion genética durante la
meiosis rompa esas combinaciones es
baja. Este hecho provoca también que
se generen correlaciones en los valo-
res de desequilibrio de ligamiento entre
los marcadores que estan cercanos en
el genoma. Ademas, puede ocurrir que
uno (o varios) de los marcadores utili-
zados sea en si mismo la variante cau-
sal de las diferencias observadas en el
comportamiento. El poder de mapeo
QTL dependera consecuentemente de
la densidad de marcadores utilizados,
del nimero de meiosis que barajen
las asociaciones entre los marcadores
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y alelos, asi como del numero de re-
giones del genoma y su efecto en las
diferencias observadas en el comporta-
miento. Otro aspecto importante es que
el mapeo QTL tiene que ser llevado a
cabo en sistemas donde se puedan
controlar los cruces y el seguimiento
de los descendientes (por ejemplo, en
animales en cautividad), y se necesita
de tamafios de muestra del orden de
varios cientos a miles de individuos de
segunda generacion filial para detectar
loci con un efecto medio en el compor-
tamiento (Erickson et al., 2004). Estas
desventajas limitan sin duda su aplica-
cién a un mayor nimero de sistemas.
Un ejemplo de esta aproximacion es
el trabajo realizado por Weber et al.
(2013), que mediante el mapeo QTL en
los individuos F2 hibridos resultantes
del cruce de dos especies hermanas
de ratones del genero Peromyscus,
desvelo tres regiones del genoma im-
plicadas en la construccién de un tanel
de escapada en las madrigueras de la
especie P. maniculatus, el cual esté au-
sente en P. poliontus. En este estudio
se utilizaron 272 individuos F2 y 576
SNPs con alelos que diferian entre las
dos especies y que fueron identificados
mediante el uso de una modificacion de
la técnica RAD—seq (ddRAD-seq). En
un estudio posterior utilizando también
estas dos especies y el mapeo QTL,
Bendesky et al. (2017) encontré 12
regiones responsables de las diferen-
cias en varios aspectos en el cuidado
parental que presentan estas especies.
En este caso, utilizaron 769 hibridos F2
y 1779 marcadores genéticos.

Por otra parte, existen variaciones
del mapeo QTL que tratan de determi-
nar la asociacién de regiones del geno-
ma con la variaciéon en la expresion de
genes. En este caso se habla de eQTL
(ej., Vandiedonck, 2018). Estas regio-
nes estan potencialmente implicadas
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en la regulacién de la expresiéon génica
y pueden estar relativamente cerca de
los genes a los que influye (cis—eQTL)
o relativamente alejadas en el genoma
(trans—eQTL). Este tipo aproximacion
integra informacion de variacién gené-
tica con datos de expresion y de regu-
lacién génica. Ver por ejemplo Fallahs-
haroudi et al. (2017) donde se aplica
esta aproximacion en gallinas (Gallus
gallus) para el estudio de los cambios
durante la domesticacion en respuesta
al estrés. Igualmente, esta aproxima-
cién puede ser de utilidad para asociar
regiones del genoma con variacion en
otros de tipos de moléculas, ej. protei-
nas (pQTL) o metabolitos (metQTL)
(ej., Vandiedonck, 2018).

Estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS)

Los estudios de asociacién de genoma
completo o GWAS (del inglés, Genome
Wide Asociation Studies) al contrario
gue el mapeo QTL, no requieren de la
realizacion de cruces especificos entre
individuos con comportamientos dife-
rentes y pueden llevarse a cabo en po-
blaciones naturales no manipuladas. En
ese caso, lo que se hace es analizar las
combinaciones entre cada uno de los
marcadores genéticos y las variantes
del comportamiento utilizando un gran
namero de individuos de una poblacién
(preferiblemente) o mas poblaciones
(Hirschhorn and Daly, 2005). Al igual
qgue el mapeo QTL, el GWAS permite
la identificacion de asociaciones signi-
ficativas entre comportamientos y uno
0 méas marcadores genéticos (Figu-
ra 2B). Las asociaciones significativas
son indicativas de una cercania fisica
entre el marcador y el gen responsable
de las diferencias en el comportamien-
to. Sin embargo, otros factores pueden
generar asociaciones entre marcadores
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y comportamientos que no impliquen
cercania en el genoma, como es el pa-
rentesco genético entre individuos, las
diferencias genéticas entre grupos de
individuos de la poblacién, diferencias
genéticas entre poblaciones o aparea-
mientos no aleatorios en relacién con
el comportamiento estudiado. Estos
factores tienen que ser controlados en
el andlisis, y normalmente se hace in-
cluyendo en el modelo estadistico que
analiza la asociacion entre cada mar-
cador y el comportamiento, la matriz de
parentesco genético entre todos los in-
dividuos calculada con todos o una par-
te de los marcadores. Estos estudios
implican un gran namero de compara-
ciones (uno por cada marcador gené-
tico utilizado) por lo que la posibilidad
de obtener asociaciones erroneas entre
el comportamiento y marcadores debi-
das al azar (i.e. falsos positivos por rea-
lizacion de multiples analisis) es muy
elevada y tiene que ser corregida (por
ejemplo, con Bonferroni o FDR, Brzys-
ki et al., 2017). Todo esto hace que a
menudo el tamafio recomendado para
este tipo de aproximacion sea extrema-
damente grande, del rango de las de-
cenas de miles individuos (Hirschhorn
and Daly, 2005). Sin embargo, a veces
se pueden obtener resultados satisfac-
torios con un tamafio de muestra bas-
tante mas reducido (ver abajo). Una
posibilidad es utilizar alguna técnica de
priorizacion de las comparaciones a lle-
var a cabo, como podria ser utilizar solo
las regiones cercanas a genes diferen-
cialmente expresados entre variantes
comportamentales. Habitualmente, los
marcadores asociados significativa-
mente con el comportamiento no estan
aislados (Figura 2B), ya que marcado-
res cercanos en el genoma tendran va-
lores de significacion correlacionados,
al igual que pasa en el mapeo QTL.
Igualmente, puede ocurrir que uno de
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estos marcadores sea en si mismo la
variante causal responsable de las di-
ferencias en el comportamiento. Los
GWAS han sido ampliamente utilizados
en humanos para detectar variantes
asociadas a fenotipos de interés, espe-
cialmente con enfermedades (Buniello
et al., 2019). También se han utilizado
con comportamientos, por ejemplo, con
hébitos alimenticios (Cornelis et al.,
2016) o con comportamientos arries-
gados (Linner et al., 2019). Un ejemplo
de uso de esta aproximacion para el
estudio de rasgos comportamentales
en animales en su medio natural es el
trabajo llevado a cabo por Purcell et al.
(2014) en la hormiga Formica selysi. En
esta especie, al igual que en la especie
Solenopsis invicta, coexisten en las po-
blaciones colonias con una sola reina y
colonias con mdltiples reinas. Ademas
del namero de reinas, hay otras diferen-
cias comportamentales de las hormigas
obreras procedentes de estos dos ti-
pos de colonias. Los andlisis genéticos
identificaron una gran regién del geno-
ma donde no ocurre recombinacion,
como responsable de estas diferencias.
Esta region, ademas, mostraba ciertas
similitudes con la region identificada en
Solenopsis invicta previamente (Wang
et al. 2013). Purcell et al. (2014) utilizd
18.199 SNPs en sus analisis obtenidos
por GBS, de los cuales, 643 se asocia-
ron significativamente con la organiza-
cién social de la colonia.

De forma similar a lo que ocurria en
el mapeo QTL, las variantes identifica-
das por GWAS pueden ser posterior-
mente utilizadas para determinar su in-
fluencia en la variacién en la expresion
de genes entre las variantes compor-
tamentales, es decir determinar si una
variante GWAS es también un eQTL
(ej., Vandiedonck, 2018). Ver Higgins
et al. (2018) para un ejemplo donde uti-
lizan esta aproximacion para el estudio
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Figura 2. (A) El mapeo QTL en estudios sobre comportamiento animal implica el
cruce entre individuos (o especies) que muestren diferencias en un determinado com-
portamiento (ej. F, migrador y F, no migrador). Posteriormente, mediante el uso de
variantes genéticas distribuidas por el genoma (ej. SNVSs) y cuyos alelos son difer-
entes en los individuos F, se determina durante una o varias generaciones la seg-
regacion conjunta en los descendientes de las SNVs y el comportamiento estudiado.
Aquellos SNVs cercanos en el genoma a las variantes causales responsables del
comportamiento tenderan a pasar conjuntamente a las siguientes generaciones. Para
cada SNV se determina el nimero de individuos recombinantes (egj., alelo de individuo
F, migrador en individuo F, no migrador) y de individuos no recombinantes (gj., alelo
de individuo F, migrador en individuo F, migrador). Con estos datos se determinan
las probabilidades de que esa SNV esté o no ligada al comportamiento. El logaritmo
en base 10 de la division de estas dos probabilidades es lo que se denomina el valor
LOD (logarithm of odds ratios), valores iguales o mayores a 3 indican ligamiento. (B)
En los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) se analizan las combina-
ciones de alelos de cada uno de los marcadores genéticos (ej. SNVs) y las variantes
del comportamiento (ej. migrador y no migrador) en un gran nimero de individuos, y
preferiblemente de una poblacién. Las asociaciones (regresiones lineales entre com-
portamiento y el marcador genético) significativas son indicativas de una cercania
fisica en el genoma de los marcadores y la/s variante/s responsable/s de las diferen-
cias en el comportamiento. Los resultados de un GWAS normalmente se presentan
un tipo de grafico denominado Manhattan plot, por la similitud con el horizonte de una
gran ciudad. En este grafico se muestra cada marcador ordenado por su posicion en
el genoma (eje X) y el grado de asociacion con el comportamiento (eje Y). Los puntos
que destacan del horizonte por encima de un umbral de significacion (rascacielos) son
los que muestran una asociacion significativa con el comportamiento.
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de la ingesta de alimento en terneras
(Bos primigenius taurus).

Expresién de genes y comportamiento

Las diferencias en el comportamiento
entre individuos pueden ser debidas
a diferencias en la expresién de deter-
minados genes o a la activacién o in-
hibicién de determinadas redes de ex-
presion. Esta es la premisa que utilizan
los estudios sobre comportamiento que
utilizan datos de expresion de genes,
los cuales, son hasta la fecha, la may-
oria de los estudios que han aplicado
una aproximacion gendmica para el
estudio de comportamiento en organ-
ismos no modelo (Rittschof and Rob-
inson, 2014; Zuk and Balenger, 2014;
Bengston et al., 2018).

La expresion de genes es el proceso
por el cual la informacion de un gen da
lugar a un producto funcional. La may-
oria de los genes codifican proteinas,
aunque hay otros que su producto final
es una molécula funcional de ARN, lla-
mada en general ARN no codificante,
(ARNNC). En este grupo estarian los
genes que codifican ARN ribosémico
(ARNr) o ARN de transferencia (ARNt) y
otros mas, algunos de los cuales se han
descubierto relativamente hace poco
tiempo y cuya funcion es todavia tema
de debate. Volviendo a los genes que
codifican proteinas, la transcripcion de
esos genes da lugar a una molécula de
ARN mensajero (ARNm), que después
de una serie de transformaciones
(maduracion) son utilizados por los ri-
bosomas para la sintesis de proteinas
(traduccién). En eucariotas, durante el
proceso de maduracién del ARNm se
eliminan los intrones, que, a diferencia
de los exones, son trozos del gen cuya
informacién no es utilizada para la sin-
tesis de proteinas. A veces, durante la
maduracién del ARNm se pueden des-
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cartar algunos exones o incluso retener
intrones (empalme alternativo, alterna-
tive splicing), y este hecho, junto con la
posibilidad de la existencia en un gen
de mas de un sitio de iniciacion de la
transcripciéon (TSS, transcription start
site), es la base de la existencia de dis-
tintas variantes de una misma proteina
(isoformas) codificadas por un mismo
gen y cuya regulacion puede afectar
a comportamientos complejos, como
es el cortejo en las mocas de la fruta
(Salvemini et al., 2010).

En la secuenciacion del ARN me-
diante RNA-seq se utiliza todo el
ARNmM que se esta produciendo en un
conjunto de células en un determina-
do momento, o lo que es lo mismo, el
transcriptoma. El ARNm es filtrado del
resto de moléculas de ARNnc mediante
la captacion de la cola poli(a) que los
ARNmM poseen. Existen diferentes mo-
dificaciones de la técnica de RNA-seq
para la selecciébn y secuenciado de
moléculas de ARNnc. Normalmente el
ARNmM seleccionado es pasado a ADN
complementario (ADNc) antes de su
secuenciacion mediante la transcripta-
sa inversa, aunque hay plataformas (e;.
Oxford Nanopore, Cuadro 1) capaces
ya de secuenciar directamente molécu-
las de ARNm y eliminar asi el posible
sesgo que parece que hay del paso de
ARNmM a ADNc (Conesa et al. 2016).

En comparacién con el RNA-seq,
las otras técnicas disponibles para el
estudio de la expresion de genes, PCR
cuantitativa (QPCR) y los chips (microa-
rrays) de expresion, tienen el inconve-
niente que se necesita conocer al me-
nos parte de la secuencia de los genes a
analizar, y ademas, solo se puede ana-
lizar simultdneamente una seleccién de
los genes que se expresan y, en el caso
de la PCR cuantitativa, este numero
es muy escaso. No obstante, la PCR
cuantitativa y los chips de expresion
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tiene algunas ventajas frente al RNA—
seq, que hace que puedan ser utiliza-
dos como complemento en los estudios
que utilizan RNA-seq; por ejemplo, se
suele recurrir a la PCR cuantitativa para
la validacion de los resultados de unos
pocos genes de interés seleccionados
previamente en los analisis de los datos
de RNA-seq o de chips de expresion,
ya que los resultados de la gPCR son
mucho mas precisos.

Como resultado del analisis de las
secuencias obtenidas del RNA-seq
(Cuadro 4) sabremos qué genes se
estan expresando en las muestras de
individuos que difieren en su comporta-
miento. Ademas, podemos cuantificar el
nivel de expresion, tanto a nivel de gen
o de exdn, ya que el nUmero de secuen-
cias obtenidas de cada gen o exén es
proporcional al nimero de moléculas de
ARNmM procedentes de ese gen o que
contengan un determinado exoén. A dife-
rencia de lo que ocurre con los datos de
variacion genética, la expresion de ge-
nes es dependiente del tejido de donde
procede la muestra y del ambiente en el
que se encontraba el individuo o el es-
tado de desarrollo. Este aspecto tiene
tanto ventajas como inconvenientes en
lo referente al uso de RNA-seq para el
estudio del comportamiento. En cuanto
a las ventajas, tenemos que normal-
mente los comportamientos animales,
a diferencia de otros rasgos fisicos, no
se manifiestan en todo momento, sino
que lo hacen en determinadas condicio-
nes o bajo ciertos estimulos (plasticidad
fenotipica), lo cual es potencialmente
provocado por cambios en la expresion
de genes. En esos casos, puede ser (til
el estudio de la expresion de genes en
presencia y ausencia de un determinado
estimulo, y determinar si los cambios en
expresion que estan asociados a ese es-
timulo explican la ausencia o presencia
del comportamiento.
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En cuanto a los inconvenientes, el
principal es que el tejido a muestrear
para el estudio de expresién de genes
deberia ser aquel directamente rela-
cionado con el fenotipo de interés. En
algunos casos, el muestreo de ese te-
jido (ej. cerebro) implicaria el sacrifico
del animal, con los inconvenientes que
esto acarrea: éticos, de conservacion
en especies amenazadas, o la im-
posibilidad del seguimiento o muestreo
seriado—temporal de estos individuos.
Una posibilidad de evitar el sacrificio
del animal es la utilizacién de tejidos
periféricos que permitan el muestreo
no invasivo, principalmente la sangre, o
tejido adiposo o muscular. No obstante,
la expresién en estos tejidos periféricos
puede no reflejar la expresion de genes
gue ocurre en el tejido responsable di-
recto de las diferencias comportamen-
tales observadas (egj., Witt et al., 2013;
Melé et al., 2015) que, en caso de los
comportamientos complejos, es prob-
able que se encuentre en el cerebro,
en determinados circuitos neuronales.
Sin embargo, es posible que cambios
en expresion en estos tejidos periféri-
cos puedan estar directamente relacio-
nados con la expresion del comporta-
miento estudiado. Este podria ser el
caso de la activacion de determinadas
rutas metabdlicas en el tejido adiposo o
muscular y la expresion del comporta-
miento migrador en aves. Incluso en el
caso de que detectaramos una asocia-
cién, seria complicado separar la cau-
sa y el efecto ya que, por un lado, los
cambios en expresion en esos tejidos
periféricos pueden estar influenciados
por los mismos estimulos que provo-
ca la expresion del comportamiento
y, ademas, la expresion del compor-
tamiento puede en si misma afectar a
la expresion de genes en el tejido per-
iférico muestreado. Como ejemplo del
uso de RNA-seq para el estudio del
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comportamiento en poblaciones silves-
tres, esta el estudio llevado a cabo por
Franchini et al. (2017) en una poblacion
de mirlo comun (Turdus merula) parci-
amente residente. Estos autores com-
pararon la expresion génica en sangre
de individuos migradores (n = 6) y resi-
dentes (n = 6) poco tiempo antes de la
fecha prevista de la migracion invernal.
Los andlisis desvelaron s6lo 4 genes
diferencialmente expresados entre res-
identes y migradores, cuya funcion esta
relacionada con la hiperfagia, la muda,
y la replicacién y transcripcion del ADN.
Sin embargo, la mayoria de las diferen-
cias en expresion fueron encontradas
dentro del grupo de los individuos mi-
gradores, al comparar los migradores
tempranos y los migradores tardios. En
concreto, detectaron 156 genes que se
expresaban diferencialmente; algunos
de los cuales estaban en la lista de
genes candidatos elaborada de estu-
dios anteriores sobre la migracion en
otras especies de aves.

Ademas del analisis de expresion
génica, las secuencias obtenidas por
RNA-seq pueden a su vez ser utilizadas
para la obtencién de datos de variacion
genética (revisado en Wolf 2013, Cone-
sa et al.,, 2016), ya que las variantes
genéticas presentes en los exones pas-
aran del ADN al ARNm, y éstas pueden
ser identificadas mediante la compara-
cién con el resto de las secuencias ob-
tenidas de otros individuos, o mediante
la utilizacion del genoma de referencia
0 datos de variacion para esa especie,
si esta informacién esta disponible. No
obstante, y como ya se ha mencionado
anteriormente, solo las variantes genéti-
cas presentes en la parte codificante del
genoma podran ser analizadas a partir
de las muestras de RNA—seq, es decir
aquellas que pueden (no sinébnimas) o
no (sindénimas) afectar a la secuencia
de aminoécidos de la proteina, y por

Etologuia, 25 (2019), ISSN: 1135-6588

tanto a su funcién. Este tipo de aprox-
imacion fue la utilizada en el trabajo
de Franchini et al. (2017), citado en el
parrafo anterior, obteniendo un total de
141.462 variantes que utilizaron para
confirmar la no existencia de diferen-
cias genéticas entre individuos migra-
dores y residentes.

Regulacion de la expresion génicay
comportamiento

Otro tipo de informacién que se puede
obtener con las técnicas gendmicas
actuales esta en relacién con los me-
canismos de regulacion de la expre-
sibn génica. Este tipo de informacion
es proporcionado, por ejemplo, por
las técnicas empleadas para detectar
diferentes tipos de modificaciones epi-
genéticas del ADN. La metilacion del
ADN, por ejemplo, se detecta princi-
palmente mediante el uso de bilsufito,
gue hace que las citosinas que no es-
tan metiladas pasen a ser uracilo y, al
comparar las secuencias obtenidas de
la muestra con y sin el tratamiento con
bisulfito, se pueden detectar aquellas
citosinas que estaban metiladas (ver
por ejemplo, Wreczycka et al., 2017).
El grado de metilacién de una region
del genoma influye en su hidrofobici-
dad y, en general, cuanto mas metila-
da esta una regién, mas empaquetada
estara la cromatina y menos expues-
ta a la maquinaria enzimatica de la
transcripcién  (ej., Ledon-Rettig et
al.,, 2012; Roth, 2013). La metilacion
del ADN ha sido la marca epigenéti-
ca mas utilizada en estudios sobre la
base genética de rasgos complejos,
incluidos los comportamientos, aunque
principalmente se han llevado a cabo
en humanos o animales modelo de
laboratorio (Ledén—Rettig et al., 2012).
Estos trabajos ponen de manifiesto
un efecto del ambiente en el grado de
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metilacién del ADN, y este efecto suele
ser a largo plazo, abarcando incluso a
mas de una generacion (Roth, 2013).
Por ejemplo, en ratas, el tipo de cuida-
do experimentado poco después del
nacimiento influye en el grado de meti-
lacion de algunos genes en el hipocam-
po y otras partes del cerebro. Este gra-
do de metilacién influyen a su vez en la
expresion de estos genes durante toda
la vida de las ratas, afectando de forma
decisiva a la capacidad de aprendiza-
je, de memoria y a algunos comporta-
mientos relacionados con la ansiedad y
el estrés (revisado en Roth, 2013). En
abejas, también hay varios ejemplos
que asocian patrones de metilacién en
el cerebro con la expresiéon de determi-
nados comportamientos (revisado en
Ben—Shahar, 2017). Ver Led6n—Rettig
et al. (2012) para mas ejemplos de aso-
ciaciones entre patrones de metilacién
y comportamientos.

A parte de la metilacion del ADN,
hay otros aspectos que pueden ser
estudiados también por las técnicas
gendémicas actuales y que influyen
en qué genes se expresan y cuales
permanecen en silencio en un deter-
minado tejido y en un momento de-
terminado. Las modificaciones de las
proteinas histonas que empaquetan
el ADN, tal como la metilacion o ace-
tilacién de algunos de sus residuos,
son también otro tipo de marca epi-
genética que puede ser detectada
a nivel de todo el genoma. Esta de-
teccién se hace actualmente medi-
ante la secuenciacion masiva de los
fragmentos de ADN adheridos a las
proteinas a estudiar después de ser
inmunoprecipitadas. La técnica se de-
nomina ChlP—seq (ver por ejemplo,
Furey, 2012). Algunas de estas modi-
ficaciones de histonas pueden ser uti-
lizadas para estimar la localizacién y
la actividad de elementos reguladores
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como promotores o0 potenciadores
(Kimura, 2013). La técnica ChlP-seq
también se emplea para identificar
la union de otras proteinas al ADN,
como son los factores de transcripcion
y también otras proteinas que influyen
en la estructura tridimensional de la
cromatina (ej. cohesina o CTCF). El
grado de accesibilidad de la cromati-
na puede ser directamente detectado
mediante ATAC-seq (Buenrostro et
al., 2013) o DNase—seq (Boyle et al.,
2008), y la accesibilidad a la croma-
tina determina el grado de expresion
de los genes (Klemm et al., 2019).

También se puede determinar la
estructura tridimensional de la croma-
tina mediante la identificacién de las
regiones alejadas del genoma que in-
teraccionan fisicamente en el espacio,
por ejemplo, mediante el uso de Hi—C
(Lieberman—Aiden et al., 2009). Estas
regiones potencialmente pueden com-
partir el mismo tipo de regulacion de la
expresion de sus genes (Evans et al.,
2018). Aunque el numero de estudios
utilizando estas técnicas para la deter-
minacién de la base molecular de com-
portamientos es aln escaso, incluso en
especies modelo (Ledon—Rettig et al.,
2012), los investigadores estan empe-
zado a integrar estos datos con datos
de expresion génica y datos de varia-
cién genética para llevar a cabo sus
objetivos (ver por ejemplo, Bengston et
al., 2018).

Recursos bioinforméticos disponibles

Una vez identificados los marcadores,
regiones 0 genes potencialmente im-
plicados en las diferencias observadas
en comportamiento entre individuos, el
empleo de los recursos bioinformaticos
disponibles, ya sea de esa misma es-
pecie o de especies distintas, puede
ser de gran ayuda para acceder a in-
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formacion de diverso tipo, por ejemplo,
aquella relacionada con la ubicacién,
identidad o funcién de los genes aso-
ciados con el rasgo estudiado.
Actualmente hay multitud de bases
de datos biolégicas que almacenan una
gran variedad de informacion. Gracias
a los avances en las tecnologias de se-
cuenciacion, generar datos gendmicos
es cada vez mas facil, rapido y barato
(Cuadro 1). Este avance, aunque en
menor medida, también se extiende a
otro de tipo de datos biolégicos, como
son datos metabolémicos o proteémi-
cos. Los datos bioldgicos, ya sea por
su cantidad o por su naturaleza, no se
suelen publicar con los articulos cienti-
ficos asociados. En cambio, antes de la
publicacion de los articulos, los autores
envian los datos a bases de datos pu-
blicas junto con una serie de metadatos
describiendo su naturalezay el contexto
en el que fueron generados. A los datos
enviados se les asigna un ndmero de
acceso en la base de datos, que es el
que se publica en el articulo que se han
usado. Este tipo de bases de datos son
las denominadas base de datos prima-
rias o archivos de datos biol6gicos, ya
que son las que reciben la informacién
directamente de los autores y donde se
depositan los datos tal y como fueron
generados. En la actualidad hay va-
rios tipos de bases de datos primarias
segun la naturaleza de los datos que
almacenan. Encontramos, por ejemplo,
the European Nucleotide Archive, ENA
(Hussein et al., 2018) (https://www.ebi.
ac.uk/ena) para secuencias de nucleo-
tidos, y ArrayExpress Archive (Tikho-
nov et al., 2014) (https://www.ebi.ac.uk/
arrayexpress/) para datos de genémica
funcional (datos de experimentos de
expresion y regulacién de genes y de
marcas epigenéticas). Por otra parte,
también existen bases de datos secun-
darias o depuradas, que almacenan
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datos derivados del andlisis de otros
datos. A menudo estos analisis impli-
can numerosas fuentes, incluidas ba-
ses de datos primarias y secundarias y
articulos cientificos. Algunas bases de
datos primarias también pueden con-
tener informacioén resultante de anali-
sis de sus datos primarios, por lo que
también son en cierta medida bases de
datos secundarias.

Las bases de datos secundarias
suponen una herramienta extremada-
mente Util en biologia molecular, ofre-
ciendo una enorme cantidad de infor-
macion de referencia sobre cualquier
gen o producto génico que haya sido
estudiado. La informacién almacenada
en este tipo de bases de datos secund-
arias es a la que normalmente tendre-
mos que recurrir para profundizar mas
sobre los marcadores genéticos o lista
de genes resultantes de los andlisis
gue emplean las técnicas descritas en
los apartados anteriores. Como ejemp-
lo de este tipo de bases de datos, ten-
emos el catdlogo de GWAS (NHGRI-
EBI (Buniello et al., 2019) (https://www.
ebi.ac.uk/gwas/), donde se almacena
informacion depurada de los estudios
GWAS llevados a cabo en humanos,
incluidos los asociados a rasgos com-
portamentales. Otro ejemplo seria la
base de datos de ontologias de genes,
the Gene Ontology Resource (Ash-
burner et al. 2000, The Gene Ontology
Consortium, 2019) (http:/geneontology.
org/) donde, utilizando un vocabulario
controlado y jerarquizado (GO terms),
se asigna la funcion y localizacion celu-
lar a los productos de todos los genes
conocidos. Esta informacion, junto con
otra procedente de otras bases de da-
tos similares, se puede utilizar para
analizar si en nuestra lista de genes
seleccionados (ej. genes diferencial-
mente expresados entre dos compor-
tamientos) existe un enriquecimiento
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de determinados términos funcionales
que pudieran arrojar luz sobre las rutas
metabdlicas o procesos biolégicos que
estuvieran detras de esas diferencias.
Este tipo de andlisis, y otros similares,
pueden ser llevados a cabo utilizando la
informacién y herramientas proporcio-
nadas por bases de datos como DAVID
(Huang da et al., 2009b, 2009a) (https://
david.ncifcrf.gov/home.jsp), donde se
integra informacion de multitud de base
de datos de anotaciones funcionales de
genes. Por ejemplo, este tipo analisis
de enriquecimiento fue llevado a cabo
por Franchini et al. (2017), citado ante-
riormente, sobre las listas de genes dif-
erencialmente expresados por los mir-
los que diferian en su comportamiento
migrador, aunque en este caso, ningln
termino funcional resulté significativa-
mente enriquecido.

Un tipo especial de base de da-
tos secundaria son los denominados
navegadores gendmicos (Genome
Browsers) en los que se engloban infor-
macién de mudltiples fuentes en torno a
los genomas de referencia (Cuadro 2).
Los navegadores de genomas permiten
el acceso a toda la informacion relativa a
los genomas de referencia normalmente
a través de una interfaz grafica, aunque
también de forma programética. Estos
navegadores pueden ser especificos
para una especies 0 un grupo reducido
de especies relacionadas (ej., Flybase
the FlyBase Consortium et al., 2018)
(https://flybase.org/), o pueden integrar
la informacion de multitud de especies,
y multitud de datos de otras bases de
datos biolégicos disponibles, como es
el caso de Ensembl (Cunningham et
al., 2019) (https://www.ensembl.org/),
y USCS Genome browser (Kent et al.,
2002) (https://genome.ucsc.edu/). En el
caso del Ensembl, se realiza la anotacion
automética de los genomas de referen-
cia y se integra esa anotacion con una
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gran variedad de datos, como aquellos
relacionados con resultados de estudios
sobre variacion, expresion y regulacion
de la expresién, GWAS, etc... También
genera y analiza diferentes tipos de alin-
eamientos de las secuencias de las es-
pecies que aloja, aportando informacion
muy Util sobre gendmica comparada,
como familias de genes, estimas de con-
servacion de las regiones del genoma,
huellas de la seleccion, efecto predicho
de las variantes en las proteinas, etc.
Toda esa informacion (incluidas secuen-
cias, anotaciones, variantes genéticas),
es facilmente accesible a través de su
web o programaticamente. Ademas,
permite la subida y visualizacién en la
web del Ensembl de varios tipos de da-
tos por parte del usuario, asi como la
busqueda de la localizacién de secuen-
cias concretas en los genomas que aloja
(ej. BLAST). Para una descripcion mas
completa de lo que se puede hacer en
Ensembl, consulte por ejemplo http://
bit.ly/ensembl_tutoriales. Todo este tipo
informacioén y herramientas que propor-
ciona este tipo de bases de datos es
sin duda de mucha utilidad para la de-
terminacion de los mecanismos detras
del comportamiento bajo estudio, ver
por ejemplo los estudios revisados en
Grozinger et al. (2010) y Bengston et al.
(2018) aplicando este de tipo de infor-
macién.

A principios de cada afio, la revis-
ta Nucleic Acids Research, publica
un numero especial dedicado a las
principales bases de datos bioldgicas
disponibles, y donde se muestran sus
principales caracteristicas y las herra-
mientas disponibles para el uso de sus
datos (Rigden and Fernandez, 2019).
También se puede acceder a un catélo-
go bastante completo de las bases de
datos bioldgicas publicadas por esta
revista, a través de esta pagina web
http://bit.ly/NAR_db
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Aplicaciones futuras

Es esperable que en los préximos
afios se continte reduciendo el coste
y el tiempo en la generacion de datos
gendmicos. Estas mejoras posibilita-
ran ain mas la realizacién de estudios
donde se combinen e integren da-
tos gendmicos de diversa naturaleza.
Esta integracién, sin duda, facilitara
el andlisis de los fundamentos genéti-
cos de los rasgos comportamentales
complejos. Por otra parte, el nimero
de especies animales con el genoma
totalmente secuenciado, ensamblado
y anotado aumentara rapidamente en
los proximos afios. La generacion de
esta informacion facilitara sustancial-
mente los analisis bioinformaticos en
un gran numero especies, incluyendo
caracteres comportamentales de gran
interés. Por otra parte, también habra
un aumento significativo del numero de
especies disponibles para los estudios
en gendmica comparada.

En cuanto a las aproximaciones
que esperaria que tuvieran un desar-
rollo notable en los proximos afios con
posibles aplicaciones en estudios en
comportamiento, destacaria seis.

i) Aquellas aproximaciones encami-
nadas al estudio de la funcion del ge-
noma no codificante en la regulacion
de la expresion génica, en especial en
relacion con el papel de los elementos
genéticos mdviles y elementos repeti-
tivos (Lippman et al., 2004), la funcion
de los diferentes tipos de ARNnc (Pala-
zzo and Lee, 2015) y el efecto de la
variacion genética en el nimero de co-
pias (CNV) en el comportamiento (ej.,
Thapar and Cooper, 2013).

i) La manipulacion genética de la ex-
presién de genes mediante CRISPR-
Cas9y ARNi, que, aunque aun presenta
bastantes dificultades para su aplicacion
en el estudio del comportamiento, ya se
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ha utilizado con éxito en animales mod-
elo en condiciones controladas (revisa-
do en Bengston et al., 2018).

iv) Las metodologias que tratan de
caracterizar la expresion de genes en
células concretas dentro de un tejido
(single cell RNA—seq) o en zonas den-
tro de un o6rgano (hibridacion in situ,
Morris et al., 2009; Olson et al., 2015).
Esto serd por ejemplo especialmente
util en la identificacion de circuitos neu-
ronales especificos asociados a com-
portamientos (ver por ejemplo, http://
www.zebrafinchatlas.org/).

v) Aproximaciones encaminadas a
determinar el efecto a nivel genémico de
los simbiontes (ej, microbiota o parasit-
os) en el fenotipo del hospedador, inclu-
ido el comportamiento (ej., Wong et al.,
2017; Schretter et al., 2018), mediante
la integracion de datos metagenomi-
cos y expresion o regulacién de la ex-
presion en el hospedador, o mediante
el estudio de la expresion conjunta de
simbiontes y hospedador, por ejemplo,
mediante dual RNA-seq (Westermann
etal., 2012, 2017).

vi) Finalmente, destacaria una apro-
ximacion, relativamente reciente, para
la determinacién de la base genética
de las diferencias fenotipicas que pre-
sentan los individuos de dos o mas
poblaciones de una misma especie
gue estan adaptados a ambientes di-
ferentes (revisado en Rellstab et al.,
2015; Hoban et al., 2016; Ahrens et
al., 2018). Esta aproximacion se de-
nomina landscape genomics y consis-
te en la realizacién de escaneos de la
variacion genética a lo largo del geno-
ma para la identificacion de regiones
bajo seleccion divergente en distintas
poblaciones. Estos estudios asumen
que la diferenciacion gendmica neutral
entre poblaciones abarca zonas relati-
vamente amplias en el genoma donde
las variantes neutrales se distribuyen
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de forma mas o menos homogénea. La
acumulacion de las variantes neutrales
en estas zonas dependera del tiempo
que hace que las poblaciones estan
separadas, asi como del flujo genético
que mantienen entre ellas. La selec-
cion divergente en las diferentes po-
blaciones es la responsable de la dife-
renciacion adaptativa de los fenotipos
y del proceso de adaptacioén local. Las
huellas de la seleccion divergente se
manifiestan en forma de picos de dife-
renciacion en determinadas zonas del
genoma, donde se acumulan un mayor
numero de variantes especificas de
cada poblacion, algunas de la cuales
son las responsables de las diferencias
en el fenotipo de los individuos. A pe-
sar de que en los Ultimos afios se han
realizado varias decenas de estudios
utilizando esta aproximacion en anima-
les, por lo que he podido determinar,
ninguno de ellos estuvo encaminado
a determinar la base genética de las
diferencias de un determinado compor-
tamiento entre individuos de distintas
poblaciones. Es esperable que esta
aproximacion se empiece a utilizar en
el futuro para tal objetivo.

Conclusiones

Los comportamientos se encuentran
entre los rasgos animales mas com-
plejos. Entender como los mecanismos
moleculares y los factores ambientales
los modulan requieren de la combina-
cion de multitud de enfoques diferen-
tes. El auge actual de las herramien-
tas gendmicas y bioinformaticas esta
haciendo que este objetivo esté un
poco mas cerca. La aplicacion de las
técnicas descritas en este articulo a un
mayor namero de especies animales
hace que especies tradicionalmente
utilizadas en la ecologia del comporta-
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miento, empiecen a disponer también
de importantes recursos gendémicos y
bioinformaticos que ayuden a respon-
der a las preguntas realizadas sobre
sus interesantes comportamientos,
y a plantear nuevas. No obstante, el
estudio gendémico del comportamiento
presenta también grandes desafios y
consideraciones que deben ser teni-
das en cuenta con cautela. Espero que
después de la lectura de este articulo el
lector tenga una idea mas clara del tipo
de informacion que se puede generar
con este tipo de aplicaciones y de las
ventajas e inconvenientes de su utiliza-
cién. Espero también haber transmitido
la idea de que la existencia de estas
aplicaciones y recursos conforma ac-
tualmente un magnifico escenario para
adentrarse en el estudio de la influen-
cia de los genes en el comportamiento.
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Cuadro 1. Plataformas de secuenciacion de nueva generacion mas utilizadas ac-
tualmente.

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) ha
contribuido sustancialmente a la produccion de datos de secuenciacion de forma ma-
siva, permitiendo secuenciar millones de moléculas simultaneamente a un coste cada
vez mas reducido y en un menor tiempo (Ari and Arikan 2016, Shendure et al. 2017).
Aunque hay mas tipos, las plataformas NGS mas utilizadas actualmente son princi-
palmente cuatro: la secuenciacion por sintesis de lllumina https://www.illumina.com/,
la secuenciacion por lon Torrent de ThermoFisher (https://www.thermofisher.com/), la
secuenciacion de Unica molécula en tiempo real (SMRT, Single Molecule Real Time) de
Pacific Biosciences (PacBio, https://www.pacb.com/), y la secuenciacion por nanopo-
ros de Oxford Nanopore Technologies (https://nanoporetech.com/). Las dos primeras,
llumina e lon Torrent, pertenecen al tipo de secuenciacion masiva en paralelo o de
segunda generacion y generan lecturas de corta longitud (short reads, de hasta 400bp).
PacBio y Nanopore son plataformas denominadas de tercera generacion y pueden pro-
ducir lecturas de una longitud mucho mayor (long reads, hasta 2Mb). A continuacion, se
muestra una breve descripcion de estas metodologias. Ver por ejemplo Ari and Arikan
(2016) y Shendure et al. (2017) para una revision mas exhaustiva de estas y otras tec-
nologias de secuenciacion y sus principales ventajas e inconvenientes.
En la secuenciacion por sintesis de lllumina la
muestra de ADN se fragmenta, se le une unos adaptado-
res a cada extremo y se descarta una de las dos hebras
de ADN. En esta y otras plataformas, se puede también
secuenciar de forma conjunta muestras procedentes de
diferentes librerias (multiplexing sequencing) mediante
la adicion durante el proceso de creacion de la libreria
de un pequefio oligonucledtido (barcode) para asi iden-
tificar el origen una vez obtenidas las secuencias. Una
NextSeq 550, uno de los equipos  vez creada la libreria, los fragmentos de una sola hebra
2;352:2:::3I?n“:ggl:?ggggszg se distribuyen a través de una superficie de un cristal
illumina, Inc. (flowcell) donde se fijan por uno de sus extremos. Antes

de empezar los ciclos de secuenciacion, los fragmen-
tos se clonan por un tipo de PCR llamada PCR en puente (PCR bridge) generando
copias idénticas de fragmentos concentrados en clusters y fijados por uno de los
extremos. En cada ciclo de secuenciacion se afiaden los cuatro tipos de nucledtidos
del ADN marcados con distintos fluoréforos, estos nucledtidos se van incorporando
en la sintesis de la hebra complementaria y dicha incorporacion es detectada por
la emision del tipo de fluorescencia asociada a cada nucleétido, obteniéndose asi
las secuencias. Los fragmentos no son secuenciados en su totalidad, sino que se
obtienen la secuencia de uno de los extremos del fragmento en el caso de la secuen-
ciacion con lecturas simples (single—end reads), o de los dos extremos del fragmento
en el caso de secuenciacion con lecturas pareadas (paired—end reads). La longitud
de las secuencias dependera del nimero de ciclos de secuenciacion. A medida que
la longitud de las lecturas aumenta, la calidad de la secuenciacion disminuye, y este
es el motivo principal de porque se obtienen secuencias de corta longitud con esta
tecnologia (short reads), la cual actualmente permite longitudes maximas de 150bp o
300bp, dependiendo del modelo de maquina (http://bit.ly/lllumina_equipos). Por otro
lado, en la secuenciacion con lecturas pareadas se dispone de la informacion que en-
laza las lecturas de los dos extremos para cada fragmento, esta informaciéon es muy
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util y es utilizada para obtener mejores resultados en los analisis posteriores de las
secuencias. En este video se explica el funcionamiento de este tipo de secuenciacion
(http://bit.ly/lllumina_video). Como principales ventajas de esta plataforma estan el
bajo coste de la secuenciacion y la alta precision. Las principales desventajas estan
en relacion con la longitud de las lecturas y que la ampliacion de los fragmentos por
PCR puede estar sesgada en funcion del contenido GC de la region del genoma (Ke-
bschull and Zador, 2015).

En la secuenciacion por lon Torrent una de las hebras
de cada fragmento de los millones que compone la libre-
ria es fijada a una nanoperla. Posteriormente, este frag-
mento es clonado por un tipo de PCR llamada de PCR de
emulsiéon. Como resultado, la nanoperla queda cubierta de
fragmentos idénticos y fijados a su superficie por uno de
sus extremos. Cada nanoperla es alojada en una pequefia
celdilla provista de un minGsculo detector de pH. Los
fragmentos fijados a las nanoperlas son utilizados como

lon GeneStudio S5, unos de plantillas de la hebra complementaria durante los ciclos de

los equipos mas versatiles de  ggcyenciacion. En cada ciclo, uno de los cuatro tipos de
secuenciacion lonTorrent. Ima- Zpt .. g

gen cortesia de ThermoFisher Nucledtido es administrado. En aquellas celdillas donde se

Scientific Inc. incorporen esos nucledtidos se desprenderan uno o mas

protones como consecuencia de la creacion de uno o mas

enlaces fosfodiéster, dependiendo del nimero de nucleétidos de un tipo que estan

seguidos en la secuencia (homopolimeros). La liberacion y el nimero de los protones

que son liberados en la celdilla provoca un cambio en el pH que es detectado por el

detector. Ver este video donde se explica como funciona esta plataforma (http:/bit.ly/

lonTorrent_video). Debido a que los nucledtidos en los homopolimeros son incorpo-

rados en un Unico paso, esta plataforma no suele funcionar muy bien con secuencias

con gran numero de repeticiones. TermoFisher Scientific dispone de varios equipos

con diferentes capacidades (http:/bit.ly/lonTorrent_equipos). Al igual que llumina, lon

Torrent produce lecturas de corta longitud, actualmente con longitudes méaximas de

entre 200—400bp y puede también haber un sesgo producido por la PCR en regiones

con alto contenido en GC.

La secuenciacion SMRT de PacBio, a diferencia de

las anteriores, es capaz de generar fragmentos de una

gran longitud, con una mediana de longitud de 45Kb y

con lecturas maximas de mas de 300Kb (http://bit.ly/Pac-

Bio_lengths). Estas longitudes de lectura facilitan el pro-

ceso de ensamblado de novo de secuencias y permiten

el secuenciado de los ARN mensajeros en toda su total-

idad (full length mRNA-seq). Otra de las ventajas de

PacBio, es que es capaz de secuenciar cada fragmento

mas de una vez con la creacion de un ADN circular. El

funcionamiento de este tipo de secuenciacion se basa

en la existencia de una célula de deteccion denominada

SMRT, con decenas de miles de pequefios compar-

timientos denominados guias de onda de modo cero

(ZMW, Zero mode waveguide). En el fondo de estos

El nuevo modelo de PacBio, Sequel  compartimentos se encuentra anclada una ADN polime-

Il (http://bitly/Sequel2). Imagen cor-  yac5 | o5 fragmentos de ADN de una unica hebra son

tesia de Pacific Biosciences of Cali- .
fornia, Inc., Menlo Park, CA, USA.  captados por esta ADN polimerasa. De forma secuen-
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cial, y de forma similar a la secuenciacion por sintesis de llumina, se afiaden los cu-
atro tipos de nucledtidos marcados con diferentes fluoréforos. La adicion por la ADN
polimerasa de cada uno de los nucleétidos a la cadena complementaria es detectada
por la emisiéon de la fluorescencia asociada a cada tipo de nucleétido. Visite esta
pagina para ver un video explicando la tecnologia que PacBio utiliza para este tipo
de secuenciacion (http://bit.ly/PacBio_video). Una de las principales desventajas de
esta plataforma es la alta tasa de error en la secuenciacion.

Por (ltimo, la secuenciaciéon por nanoporos se
basa en la deteccion de las perturbaciones que se ge-
nera en un potencial eléctrico al pasar un fragmento de
ADN o ARN por un nanoporo creado por una proteina
en una membrana sintética con alta resistencia eléc-
trica. Estas perturbaciones son especificas de cada
tipo de nucleétido, pudiéndose inferir la secuencia del
fragmento conforme éste va pasando por el nanoporo
(visite, por ejemplo, http://bit.ly/ON_video). Las plata-
formas de Oxford Nanopore, aunque no son las Unicas

: o gue utilizan esta tecnologia, si son las mas populares.
MinlON es el tnico dispositivo A diferencia de las tecnologias anteriores, se puede
portatil para la secuenciacion !
de ADN y ARN en tiempo real. Secuenciar ADN o ARN directamente sin necesidad de
Imagen cortesia de Oxford conversion alguna. Al igual que PacBio, este tipo de se-
Nanopore Technologies. cuenciacién esta exenta de un paso de amplificacién

por PCR. Ademas, la totalidad del fragmento de la li-
breria es secuenciado, pudiéndose generar longitudes de lecturas de hasta 2Mb se
puede secuenciar solo una de las hebras del fragmento (secuenciacién 1D) o las dos
hebras a hacer que el extremo opuesto del fragmento pase por el nanoporo termina-
da la secuenciacion de la primera hebra (secuenciacion 2D). Otro aspecto llamativo
de esta plataforma es que existen modelos muy pequefios y portatiles que pueden
ser conectados al puerto USB de un ordenador (MinlON http://bit.ly/ONminion) o
préximamente al teléfono movil (SmidglON, http:/bit.ly/smigdion). Esta portabilidad
abre la posibilidad de llevar a cabo la secuenciacion fuera del laboratorio y cerca
tanto temporal como fisicamente de donde se realice la toma de muestras (ver por
ejemplo, http://bit.ly/ON_fieldkit). Al igual que ocurre con PacBio, la longitud de se-
cuencia obtenidas hace esta tecnologia muy Util para el ensamblado de novo y la
secuenciacion completa de los ARNm. Sin embargo, también al igual que PacBio, la
tasa de error en la secuenciacion es todavia elevada.
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Cuadro 2. Genomas de referencia.

Uno de los principales recursos bioinformaticos para los estudios que aplican aproxi-
maciones genémicas es el genoma de referencia de la especie estudiada, o al menos
el de una especie relativamente emparentada. Aunque la mayoria (si no todas) de las
técnicas y aproximaciones descritas en este articulo (WGS, RAD—seq, GBS, RNA-seq,
ChlP-seq, etc..) pueden llevarse a cabo sin el genoma de referencia, su existencia faci-
lita en gran medida los andlisis e interpretacion de los resultados.

Un genoma de referencia es una version digitalizada y normalmente haploide de la
secuencia completa del genoma de un organismo. En su creacién puede haberse utili-
zado las secuencias de ADN de Unico individuo, ej. el genoma del gorilla (Gorilla gorilla),
Gordon et al., 2016), o las de varios individuos, €j. el genoma humano (Schneider et al.,
2017). Dependiendo de la especie (tamafio del genoma, poliploidia, heterozigocidad),
la construccion de un genoma de referencia es un proceso relativamente arduo y cos-
toso, e implica i) la generacion de un elevado nimero de lecturas, a veces con distintas
metodologias, ii) el ensamblado de estas secuencias y iii) la anotacion del genoma con
diversos elementos funcionales (genes, elementos repetitivos, elementos reguladores,
variantes genéticas, etc...). El ensamblado consiste en la localizacion de las partes so-
lapantes de las lecturas generadas para lograr secuencias de mayor longitud (contigs,
supercontigs, scaffolds, cromosomas). Este ensamblado es a veces complejo, espe-
cialmente en ciertas regiones del genoma con muchas repeticiones o el caso de copias
idénticas o parecidas en varias localizaciones del genoma (genes y pseudogenes, 0
genes con mas de una copia en el genoma). Las lecturas de mayor longitud generadas
con las plataformas de 32 generacion (Cuadro 1) se utilizan normalmente para asistir en
el ensamblado de grupos de secuencias no conectadas. Otras técnicas microscopicas
(ej. chromosome painting), pueden ser también utilizadas para el ensamblado de las
secuencias a niveles superiores (scaffolds, cromosomas). Se utiliza el valor N50 para
estimar el grado de ensamblaje que tiene un genoma. El valor N50 es la longitud que in-
dica que el 50% del genoma ensamblado se encuentra en bloques de igual o mayor lon-
gitud que el N50. Para la anotacion de un genoma se suele también utilizar informacion
de especies cercanas cuyos genomas estan ya anotados, asi como la generacion de
otros datos complementarios, por ejemplo, de lecturas de RNA-seq para la localizacién
de los genes. En la creaciéon y mejora los genomas de referencia suelen estar implica-
dos consorcios que normalmente agrupan a varios centros de investigacion (ej. Inter-
national Chicken Genome Consortium). Estos consorcios se hacen responsables de ir
completando y mejorando las versiones de ensamblado y anotacion de los genomas de
referencia, y hacerlos publicamente disponibles a través de repositorios especializados.
En la actualidad se estan llevando a cabo proyectos muy ambiciosos encaminados a
secuenciar de decenas a miles de especies de determinados grupos de organismos (€.
aves, https://b10k.genomics.cn/, insectos http://iSk.qithub.io/ ) y en los que participan un
gran numero de centros de investigacion. Estos proyectos estan a su vez englobados
en megaproyectos que tratan de secuenciar a la totalidad de las especies de varios
de estos grupos de organismos (e]. vertebrados https://vertebrategenomesproject.org/,
invertebrados, http://giga—cos.org/) incluso uno de estos proyectos tiene como objetivo
la secuenciacion de la totalidad de las especies eucariotas conocidas (https://www.ear-
thbiogenome.org/). Todo apunta a que, gracias a este tipo de iniciativas, en los proximos
afos habra descubrimientos muy interesantes en el campo de genémica comparada.
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Cuadro 3. Analisis de datos NGS — Identificacion de variantes de un solo nucleétido
(SNVs).

Consideraciones generales sobre el analisis de datos NGS

Una vez generadas las secuencias mediante algunas de las técnicas descritas en el
texto, el desafio consiste en manejar y analizar la gran cantidad de datos generada.
El volumen de datos depende no solo del nimero de individuos, sino de la extension
de la regién secuenciada (ej. WGS vs. WES) y de la profundidad de cobertura, que
seria el nimero promedio de veces que una region determinada ha sido secuen-
ciada por lecturas independientes (es decir, descartando las lecturas que han sido
duplicadas erroneamente durante la secuenciacion). Para la deteccion de SNVs, se
recomienda en general una profundidad de cobertura entre 10x y 30x, aunque esto
también depende de otros factores como grado de heterozigocidad de la especie y la
tasa de error de la plataforma utilizado en la secuenciacion (ver Cuadro 1). Esto hace
que se necesite del rango de decenas de Gigabytes para WES, o de centenas de Gi-
gabytes para WGS, para solo almacenar los datos en bruto. Consecuentemente, el
andlisis de estas secuencias hace necesario de un equipamiento informatico, local o
remoto (ej. un clster o una plataforma de cloud computing), con una serie de reque-
rimientos de espacio y poder computacional. Si bien hay plataformas, como Galaxy
(Afgan et al., 2018) (https://usegalaxy.org/), que ofrecen el uso gratuito de servidores
de computacion a través de una interfaz web facil de usar y estupendamente docu-
mentada, en la mayoria de las ocasiones hay que recurrir a la ejecucion de diferentes
aplicaciones a través de la linea de comandos, principalmente utilizando sistemas
operativos UNIX. También es frecuente la creacion de scripts para el tratamiento y
analisis especificos de nuestros datos, utilizando lenguajes de programacion como R
(R Core Team, 2019) (https://www.r—project.org/) o Python (https://www.python.org/),
para los cuales ademas existen repositorios especificos de programas desarrollados
para el analisis de datos bioinformaticos en esos lenguajes, por ejemplo bioconduc-
tor para R (https://www.bioconductor.org/), biopython para Python (https://biopython.
org/) o bioconda para varios lenguajes de programacion (https://bioconda.github.io/).
Sin duda, es recomendable familiarizarse con la bioinformatica o bien buscar colabo-
raciones al disefiar un proyecto de este tipo.

Identificacion de variantes de un solo nucleétido (SNVs)

La Figura 3 muestra un esquema general de cada de los pasos necesarios para la
identificacion SNVs con una breve descripcion del objetivo. También se especifica el
tipo de informacion de entrada, una seleccion de los programas mas utilizados para
llevar a cabo ese paso y el tipo de informacion de salida. Los primeros pasos del
andlisis suelen ser comunes a la mayoria de los tipos de datos NGS y el resto son
especificos para este tipo de analisis. Ver por ejemplo (Altmann et al., 2012) para un
tutorial donde se explica cada uno de los pasos para la identificacion de SNVs. Reco-
miendo también al lector mas interesado, la consulta y realizacién de los magnificos
tutoriales y tours interactivos disponibles en la plataforma de Galaxy para la identifi-
cacion de SNVs (http:/bit.ly/2PJGeYX), por ejemplo, a partir de datos RAD—seq con
genoma de referencia y sin genoma de referencia.
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Figura 3. Esquema general para la identificacion de SNVs. Para mas informacion
sobre los programas y formatos de archivo consulte los siguientes articulos y/o pa-
ginas webs: formato FASTQ (http://bit.ly/FASTQ_formato), FASTQC (http:/bit.ly/fas-
tqc), Cutadapt (Martin, 2011), MultiQC (Ewels et al., 2016), Trimmomatic (Bolger et
al., 2014), SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012), Stacks (Catchen et al., 2013), Bowtie2
(Langmead and Salzberg, 2012), BWA (Li and Durbin, 2009), formato SAM/BAM and
Samtools (Li et al., 2009), formato CRAM (Hsi—Yang Fritz et al., 2011), Picard (http://
broadinstitute.github.io/picard/), GATK (McKenna et al., 2010), bcftools (Li, 2011),
Beagle (Browning et al., 2018), formato VCF (Danecek et al., 2011).
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Cuadro 4. Analisis de datos RNA-seq, cuantificacion de la expresion de genes y
determinacion de los genes diferencialmente expresados entre dos condiciones /
comportamientos.

Consideraciones generales en estudios utilizando RNA-seq

El disefio experimental y los procedimientos en los estudios con datos RNAseq de-
pende en gran medida del organismo estudiado y de los objetivos especificos de la
investigacion. No obstante, hay una serie de consideraciones generales que se pue-
den aplicar a la mayoria de estos estudios. A continuacion, se describen brevemente
estas consideraciones. Para mas informacion, consulte Wolf (2013), Conesa et al.
(2016), Jax et al. (2018) y RNA-seqlopedia (https://rnaseq.uoregon.edu).

En cuanto al disefio experimental, hay tres factores importantes que hay que tener
en cuenta, el numero de réplicas, el tipo de libreria y la profundidad de cobertura.
La reproducibilidad técnica en los analisis de RNA-seq es normalmente alta durante
la fase de secuenciacion, pero se puede introducir algin tipo de sesgo en la fase
de preparacion de la libreria. Es por ello, que es recomendable planear hacer una
0 varias réplicas técnicas (mismas muestras biolégicas procesadas en mas de una
ocasion). En cuanto las réplicas bioldgicas, va depender de la variabilidad biolégica
en el caracter, de si se pretende hacer alguna inferencia en la poblacion, y del poder
estadistico deseado para la estimacion de diferencias significativas en la expresion
de genes entre los grupos. Se recomienda un minimo de tres réplicas por grupo
(Conesa et al., 2016). En relacion con el tipo de libreria, ademas de lo comentado
en el texto sobre la seleccion del tipo de ARN a secuenciar, hay que tener en cuenta
otros factores como son la especificad de la hebra y el tipo de lecturas generadas
dependiendo de la plataforma de secuenciacion (ej. longitud, lecturas pareadas, ver
Cuadro 1). Por ejemplo, las lecturas pareadas de lllumina o lecturas largas de Pac-
Bio y OxfordNanopore son Utiles para el descubrimiento de nuevos transcriptos e
identificacion de la expresion de diferentes isoformas. En el caso de la profundidad
de cobertura (ver Cuadro 3) en el caso del RNA—seq se suele hablar del nimero total
de lecturas generadas, es decir, el tamafio total de la libreria. Puesto que el nimero
de lecturas obtenidas del gen es indicativo del grado de expresion de ese gen, una
libreria con mayor tamafio hace que se aumente la probabilidad de detectar la expre-
sién de genes con expresion baja. El tamafio de libreria necesario también depende
de la complejidad del transcriptoma.

Respecto al andlisis del laboratorio, este implicaria la extraccion y purificacion del
ARN, la seleccion del tipo de ARN y conversion a ADNc, la creacion de la libreria
mediante la fragmentacion y la adicion de los adaptadores especificos de la plata-
forma de secuenciacion, y finalmente la secuenciacion. Todos estos pasos con las
diferentes opciones son explicados con detalle en la pagina RNA—seglopedia (https://
rnaseg.uoregon.edu/).

Cuantificacion de la expresiéon de genes y determinacion de los genes diferen-
cialmente expresados entre dos condiciones / comportamientos

En la Figura 4 se muestra un esquema general simplificado con los pasos nece-
sarios para calcular los niveles de expresion génica a partir de datos RNAseq y la
determinacion de los genes expresados diferencialmente entre dos condiciones /
comportamientos. Para cada uno de los pasos se describe brevemente el objetivo, la
informacion de entrada, una seleccion de los programas mas utilizados para llevar a
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cabo ese analisis y el tipo de informacion de salida. De forma similar a lo mencionado
en el Cuadro 3, los tutoriales y tours interactivos disponibles en la plataforma de Ga-
laxy para el analisis datos RNA—seq son un buen punto de partida para el lector inte-
resado en profundizar en esta tematica (http://bit.ly/2WnS7qge. http://bit.ly/2JdLBYE);
por ejemplo, los tutoriales para el analisis de datos de RNA-seq con genoma de
referencia y sin genoma de referencia (reconstruccion de novo del transcriptoma).

Figura 4. Esquema general para la cuantificacion de la expresiéon de genes y es-
timacion de los genes diferencialmente expresados entre dos condiciones. Para
mas informacion sobre los programas y formatos de archivo consulte los siguientes
articulos y/o paginas webs: formato FASTQ (http:/bit.ly/FASTQ_formato), FASTQC
(http://bit.ly/fastqgc), Cutadapt (Martin, 2011), MultiQC (Ewels et al., 2016), Trimmo-
matic (Bolger et al., 2014), SOAPdenovo-Trans (Wong et al., 2014), Trinity (Grabherr
et al., 2011), Bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012), TopHat2 (Kim et al., 2013),
STAR (Dobin et al., 2013), formato SAM/BAM and Samtools (Li et al., 2009), formato
CRAM (Hsi-Yang Fritz et al., 2011), Picard (http://broadinstitute.qithub.io/picard/),
GATK (McKenna et al., 2010), Cufflinks (Trapnell et al., 2010), RSEM (Li and Dew-
ey, 2011), Kallisto (Bray et al., 2016), DESeq2 (Love et al., 2014), egdeR (Robinson
et al., 2010), Cuffdif2 (Trapnell et al., 2013).
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Resumen

La Tragedia de los (bienes) comunes es un ensayo cientifico publicado en 1968 que no ha dejado
de estar de actualidad. El autor, utilizando argumentos de optimizacién de beneficios econémicos
o bioldgicos a distintos niveles de organizacion (individuo vs poblacion), llegd a la conclusién de
que los bienes comunes en las sociedades humanas se extinguiran en un futuro préximo. Predijo
la pérdida, destruccion, deterioro y/o desaparicién de muchos de los recursos naturales, y, aunque
propuso una serie de medidas que podrian paliar o retrasar la tragedia, su efecto en las politicas
gubernamentales ha sido muy reducido. En este articulo explico brevemente las bases del mensa-
je de este clasico que no deberia ser obviado. Si queremos encontrar solucién a gran parte de los
problemas medioambientales que actualmente alarman a la sociedad, ni los politicos ni técnicos
con responsabilidad sobre los bienes comunes, ni los investigadores en biologia de la conserva-
cién, deberian olvidar el mensaje de la tragedia.

Hardin escribio su ensayo en 1968, The
Tragedy of the Commons, para descri-
bir el dilema por el cual los individuos,
de forma independiente y motivados
por las ventajas individuales, llegan a
agotar o destruir un recurso comun. La
publicacion del mismo provocé un am-
plio debate sobre el comportamiento
humano y sus implicaciones en areas
tan diversas como ecologia de pobla-
ciones, medioambiente, biologia de la
conservacion, salud, economia, de-
recho, ciencias politicas, filosofia, éti-
ca, geografia, psicologia y sociologia
(Hardin, 1998; Lant et al., 2008; Boyd
et al., 2018). Este trabajo lleva acumu-
ladas actualmente méas de 10.000 citas
(abril 2019: 10.107 en Web of Science,
12.900 en Scopus) y, cada aniversa-
rio desde su publicacion, es objeto de

ndmeros especiales, revisiones o co-
mentarios en revistas tan prestigiosas
como Science o BioScience (p. ej.,
Boyd et al., 2018). Aunque existe un
cierto consenso cientifico en la veraci-
dad y contundencia de sus argumentos
y conclusiones, y ha sido el trabajo mas
citado en economia ecolégica (Costan-
za et al., 2004), su mensaje no ha sido
incorporado de forma general a politi-
cas gubernamentales. Quizas por esta
razon, las sociedades humanas estan
hoy mucho mas cerca de la “tragedia”
gue hace 50 afios.

Para el titulo de su ensayo utilizé de
forma metafdrica las palabras tragedy
con el sentido de que (con esa accion)
ocurren acontecimientos inevitables y
commons para referirse a bienes comu-
nes. Precisamente tuvo que matizar, no
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sin sorna, el significado de este ultimo
término 25 afios mas tarde por las criti-
cas recibidas. Tuvo que aclarar que no
se referia a los manage commons, que
los textos socialistas utilizan para refe-
rirse a la gestion comuan de un recurso,
0 en la privatizacion de empresas, sino
a bienes comunes “no administrados”
(Hardin, 1998). Hardin consideraba que
su pensamiento era contrario al del eco-
nomista Adam Smith quien, en el siglo
XVIII, sent6 las bases del capitalismo
moderno e inspird a los defensores del
mercado libre con su idea de la “mano
invisible”. Es decir, un individuo (un car-
nicero o un panadero, p. €j.) “buscando
solamente su propio beneficio” logra
“dejarse llevar por una mano invisible
gque promueve... el interés publico” (al
procurarnos nuestro sustento; Smith,
1776). Sin embargo, el punto crucial de
la idea de Hardin, es que las decisiones
tomadas de forma individual sobre bie-
nes de la comunidad no son las éptimas
para la sociedad en su conjunto. Dicho
de otra forma y usando un lenguaje
mas ecoldgico, los 6ptimos de explota-
cion de los recursos comunes difieren
para los individuos y las comunidades.
La idea desarrollada en “La trage-
dia de los comunes” partié de la lectura
de la publicacion en 1833 de una con-
ferencia impartida por William Forster
Lloyd, profesor de economia politica,
sobre el uso excesivo de un bien co-
muan por parte de los plebeyos (com-
moners; aquellos con derechos de uso
y acceso a él) que afectaria necesaria-
mente a la sostenibilidad del mismo.
Podemos ilustrar el conflicto de intere-
ses individuales vs. comunes y la sos-
tenibilidad o no de un recurso con un
ejemplo. Imaginemos un pastizal cuyo
uso es compartido por varios pastores.
Supongamos que el llevar el ganado
a pastar implica unos beneficios (f(v))
en términos de produccién total de le-
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che, y unos costes de pastoreo (p,v).
Los beneficios netos iran aumentando
conforme aumenta el nimero de vacas
gue se llevan a pastar. Sin embargo, los
beneficios no creceran de forma lineal,
sino de forma asintética. Una vez que
el consumo sobrepase la produccién de
pastos (p V", i.e. pastos no sostenibles),
los beneficios por cabeza de ganado
iran disminuyendo conforme aumente
el rebafio. Si el duefio del ganado y del
pasto fuera el mismo, optimizaria las
ganancias netas maximizando el nime-
ro de vacas que permitieran la sosteni-
bilidad del pasto (en la Figura 1, seria
el nUmero de vacas que maximizan la
distancia entre la curva de beneficios
y la de costos, V'). Sin embargo, si el
pasto es comunal, y todos los ganade-
ros llevaran alli sus vacas, el 6ptimo
de explotacién para cada una de ellos
seria llevar tantas vacas como pudie-
ran mientras que el coste de pastoreo
fuera menor que las ganancias (punto
de corte en la Figura 1, v"). Por tanto,
la optimizacion desde el punto de vis-
ta individual llevaria inevitablemente al
agotamiento de los recursos comunes.
En nuestro ejemplo, cada pastor obser-
va que, a pesar de ese uso que hace,
queda suficiente pasto no consumido
como para pensar que podria alimentar
aun a mas cabezas de ganado, obte-
niendo asi una mayor rentabilidad in-
dividual (los pastos son comunes pero
los beneficios son individuales). Conse-
cuentemente, uno tras otro, cada pas-
tor podria ir aumentando el numero de
vacas (v"). Para cada pastor llevar una
vaca mas a pastar produce un beneficio
econdémico positivo y seguird afiadien-
do més vacas al campo comunal hasta
que el beneficio de llevar una vaca mas
sea cero (f(v)/v — p, = 0). Durante este
proceso, cada uno de los pastores ha
ido optimizando su economia utilizando
un recurso comun, llegando a un con-
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Produccioén de leche

f(v')

v
Nimero de vacas pastando

Figura 1. Representacion del conflicto de intereses individual vs. comdn y la sobre-
explotacion de un recurso (dibujos: Cristina Soler Zamora). Abreviaturas: f(v) bene-
ficios individuales en términos de produccion total de leche por vaca; p, v, costes de
pastoreo por vaca; V', numero de vacas que maximiza la distancia entre la curva de
beneficios y la de costos; v’, nimero de vacas que iguala los beneficios y costos.

flicto individual de intereses vy, si esto
ocurre sin tener en cuenta el 6ptimo de
explotaciéon del recurso (sostenibilidad
del recurso), éste se agotara irremedia-
blemente. Consecuentemente, todos
los animales pueden perecer debido al
agotamiento o sobreexplotacién del re-
curso. Segun Hardin, la libertad de uso
de los recursos comunes resulta en la
“ruina para todos”.

Esta idea de que la sobreexplotacién
de los recursos comunes (ganaderos,
pesqueros, etc.) como consecuencia
de la libre explotacion individual produ-
ce la ruina para todos puede extender-
se a la generacién de problemas por
contaminacion del aire, del agua o el
suelo, y finalmente al cambio global. Es
facil argumentar que verter desechos
propios en el medio ambiente comun
es menos costoso para el que los pro-
duce que depurarlos o reciclarlos; los
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costos de la contaminacion se reparten
entre los miembros de la comunidad,
mientras que los beneficios de la pro-
duccion asociada son privados. Como
en el caso de la sobreexplotacién de
un recurso, el problema de la contami-
nacion es una consecuencia de la den-
sidad de la poblacion. Cuando un solo
individuo, 0 unos pocos, contaminan o
aprovechan un recurso comun, los pro-
cesos naturales regeneran ese recurso
de manera mas o menos rapida pero, Si
la densidad poblacional es elevada, el
recurso colapsa o se agota. Un ejemplo
esclarecedor es el, hasta hace pocas
décadas, erréneo pensamiento de los in-
agotables recursos de los océanos, que
actualmente esté llevando cerca de la
extincion a diferentes especies de peces
y ballenas y al deterioro de forma irre-
versible del conjunto de la vida marina.
La explicacion de que la causa del ago-
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tamiento de recursos se encuentre en
la superpoblacion (tanto humana como
de cualquier otro ser vivo) parte del co-
nocido Essay on Population de Malthus
(1798). Malthus expuso que, mientras
que la produccién de alimentos aumen-
ta de manera aritmética, el nimero de
organismos lo hace exponencialmente,
llegdndose a producir el agotamiento de
los recursos; lo que se conoce como ca-
tastrofe malthusiana (Fig. 2).

Hardin llamaba la atencion sobre la
posibilidad de que la catastrofe malthu-
siana y la tragedia de los bienes comu-
nes estuvieran relacionadas estrecha-
mente. La superpoblacién en si misma
podria ser interpretada en escenarios
de explotacién de bienes comunes que,
segln Malthus, provocarian el agota-
miento de los recursos en un proceso
de la tragedia de los comunes muy
similar al ejemplificado con las vacas
y los pastos. La tasa de reproduccion
Optima para el individuo es mayor que
la tasa de reproduccion éptima para la
poblacion y, en algunos sistemas, tiene
efectos negativos para la poblacion,
que puede verse drasticamente reduci-
da como consecuencia del agotamiento
de los recursos y ser determinante en
la dinamica poblacional. Por ejemplo,
en la oveja de Soay en la isla de Hirta,
un modelo ideal de estudio en la dina-
mica planta—herbivoro, pues no hay de-
predadores de gran tamafio ni compe-
tidores por el alimento, la disminucion
de recursos en invierno es la causa
principal de la elevada mortalidad de
las ovejas. Las estimas realizadas en
una subpoblacion de la isla, en base a
los requerimientos energéticos de las
ovejas y de los cambios en la bioma-
sa de plantas observada, sugeria que
la disponibilidad de vegetacion por indi-
viduo en invierno era insuficiente para
cubrir los requerimientos de los ani-
males cuando el nimero de hembras
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en verano excedia de 300 ovejas. Las
ovejas y la vegetacion de Hirta estan
en un equilibrio estable producto de la
interaccién dindmica de los animales y
las plantas, en la que la productividad y
la composicion de la vegetacion deter-
minan la densidad de poblacién media
de la oveja de Soay (Clutton—-Brock and
Pemberton, 2004). Para evitar dicha
catédstrofe malthusiana en humanos,
Hardin plante6 la posibilidad de limitar
la natalidad (consideraba “intolerable”
la libertad de reproduccion en los hu-
manos). Con ello se podria lograr una
poblaciéon 6ptima ya que, “en un mundo
finito, la poblacién que puede albergar
debe ser también finita” y se manten-
dria una explotacion de los recursos
constante, cercana a la que permitiera
la sostenibilidad de los mismos. Sin em-
bargo, este “comportamiento conscien-
te” de restringir la natalidad sélo fun-
cionaria si no existiera un sesgo en el
comportamiento reproductor que maxi-
mizara la reproduccién individual. Con
una argumentacion claramente darwi-
niana, Charles Galton Darwin, nieto de
Charles Darwin, concluia que los indivi-
duos que no atendieran a los llamamien-
tos de limitar la reproduccion (a los que
denominaba Homo progenitivus) ten-
drian mas hijos que los méas conscientes
del problema (llamados Homo contra-
cipiens), que tendrian una paternidad
responsable, y que las diferencias en
esas estrategias se acentuarian con
el tiempo (Tax, 1960). Ese “comporta-
miento consciente” implicaria producir
un nimero reducido de hijos. Si ahora
imaginamos que no se expresara en to-
dos los individuos de la poblacién con
la misma fuerza y que se heredara de
padres a hijos, la limitacion del nUmero
de descendientes a nivel poblacional,
limitando el nUmero de habitantes, no
resolveria el problema, solo lo atrasa-
ria. En ese caso, la proporcion de hijos
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de Homo progenitivus iria aumentando
exponencialmente de generacion a ge-
neracion en relacion a las de individuos
con el caracter “comportamiento cons-
ciente” hasta que estos desaparecieran
y, con ellos, la estrategia de limitar el
numero de habitantes. Es decir, el tener
consciencia de estas tragedias, implica-
ria la autoelimizacion de los individuos
con este caracter (Conscience is self—
eliminating) ya que los procesos evolu-
tivos seleccionarian un comportamiento
egoista, no solidario en relacién con la
reproduccion.

La relacion entre natalidad y trage-
dia de los bienes comunes ocurre mas
raramente en poblaciones naturales ya
que tienen mas dificil explotar los re-
cursos hasta su agotamiento y existen
mecanismos de ajuste de la natalidad
a los recursos disponibles para cada
individuo. Por ejemplo, en aves, se ha
seleccionado un tamafio de puesta Op-
timo para cada especie ya que puestas
demasiado grandes conducirian a una
menor supervivencia de la descenden-
cia, por los costos que conlleva cui-
darlos adecuadamente a todos (Lack,
1954). Sin embargo, en nuestra socie-
dad, comprometida con el estado de
bienestar, no se permite que la repro-
duccién excesiva castigue a los padres
no previsores dejando morir de hambre
a los hijos que no pudieran alimentar,
ya que iria en contra de la Declaracion
Universal de los Derechos Humanos
por las Naciones Unidas de 1967, que
ve en la familia la unidad fundamental
de la sociedad y en su derecho de deci-
dir el tamafio familiar. Hardin se pregun-
taba cédmo deberia tratarse a cualquier
grupo (familia, religion, raza...) que uti-
lizara la sobre—reproducciéon como nor-
ma para asegurar su expansion aprove-
chando los bienes comunes.

Aunque, a lo largo del texto origi-
nal, el autor incide varias veces sobre
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Figura 2. Representacion de la forma
de crecimiento de los alimentos y de
la poblacion segun Malthus (1798). La
ley de Malthus predecia la ocurrencia
en el futuro de la llamada catastrofe
malthusiana en la que los recursos
alimentarios serian insostenibles para
mantener la poblacién mundial (dibu-
jo: Cristina Soler Zamora).

el problema demografico producido
por la libertad de reproduccion de los
humanos, su argumentacion es valida
para cualquier situacion en la que la
sociedad inste a un individuo que ex-
plota los recursos comunes a que, por
conciencia social y por el bien gene-
ral, deje de hacerlo. “El individualismo
es apreciado porque produce libertad,
pero el don es condicional: cuanto mas
supera la poblacion la capacidad de
carga del medio ambiente, mas liberta-
des deben ser abandonadas” (Hardin,
1998). De ahi que otras soluciones es-
grimidas por Hardin para mantener una
explotacion de recursos constantes,
cercanos a la sostenibilidad se basan
en el control gubernamental. Mediante
la imposicién de leyes coercitivas (de
coercion mutua entre los implicados) o
de mecanismos fiscales que protejan
los recursos comunes se podria conse-
guir la sostenibilidad de los bienes co-
munes. Los ejemplos que Hardin utiliza
son facilmente entendibles y a menudo
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son aplicados con nuestro beneplécito.
A muchos ciudadanos les gustaria ro-
bar bancos, pero no estan dispuestos
a permitir que otros lo hagan. Asi, la
mayoria de nosotros, actuando juntos,
aprobamos leyes que coartan la liber-
tad del individuo para robar bancos.
También se utiliza el cobro de impues-
tos como medio coercitivo para mode-
rar el uso de un recurso comun. En el
centro de las ciudades se usan parqui-
metros que cobran el estacionamiento
para periodos cortos, pero se ponen
multas para evitar que el periodo sea
excesivamente largo. No se prohibe
sino que se persuade (o coarta) al ciu-
dadano para que no abuse del recurso.

Alo largo de estos 50 afios desde la
publicacién de The tragedy of the Com-
mons, el ensafo ha influido en las dis-
cusiones de distintas disciplinas, pero
no sin albergar criticas. Las criticas prin-
cipales partieron de la politéloga Elinor
Ostrom, quien cuestiond las soluciones
achacadas a Hardin para proteger los
recursos comunes: either socialism or
the privatism of free enterprise (Ostrom
et al., 1999). Sin embargo, ni la lectu-
ra de su articulo de 1968 ni el de 1998
dejan claro que esas sean las Unicas
soluciones que propone. Simplemente
Hardin argumentaba que las soluciones
podrian ser cualquiera que limitaran el
libre uso para evitar la destruccion del
recurso comun. Ostrom estudi6 a lo lar-
go de su carrera numerosos casos que
mostraban cémo gestionar y disponer
colectivamente de recursos escasos Yy
ha sido la primera (y Unica) mujer en
recibir el Nobel de Economia en 2009.
Fue elegida por “proporcionar eviden-
cias sobre las reglas y mecanismos
de ejecucidn que rigen la explotacién
de los recursos compartidos” (https://
www.nobelprize.org/uploads/2018/06/
popular—economicsciences2009.pdf).
A pesar de las criticas, hay bastante
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consenso en que, en sociedades de pe-
guefio tamafio y cuando los problemas
colectivos son locales, las normas que
benefician a la comunidad se expanden
y se mantienen entre los individuos que
las componen. Los problemas mas di-
ficiles de solucionar son aquellos que,
como el cambio global, se extienden a
muchas comunidades diferentes y re-
quieren que las poblaciones que com-
parten pocas normas o instituciones po-
liticas creen nuevas para solucionarlos
(Barrett, 2018; Boyd et al., 2018).

La metéfora de Hardin puso de ma-
nifiesto los problemas y consecuencias
gue la superpoblacién y la explotacion
incontrolada de los recursos podrian
llegar a tener hace ya mas de 50 afios.
Desde entonces, “tragedias”, ya detec-
tadas entonces, se han ido agravando
tal y como se predecian. Ejemplos de
ello son la sobre—explotacion de algu-
nos importantes recursos comunes,
como el colapso de la pesca del baca-
lao en el Atlantico Norte y la emision ex-
cesiva de contaminantes, tanto a nivel
global (p. ej., gases de efecto inverna-
dero) como a niveles regional o local (p.
ej., vertidos de fertilizantes y desechos
urbanos a los cursos de agua) (Lant et
al.,, 2008; Boyd et al., 2018). Asi, las
principales amenazas de la pérdida de
un recurso comun, como es la biodi-
versidad (destruccion, fragmentacion y
degradacion de habitats, sobrexplota-
cién, especies invasoras, transmision
de enfermedades y cambio climético),
son todas causadas por un continuo
incremento del uso de los recursos na-
turales del planeta, como resultado de
las actividades y expansion de las po-
blaciones humanas (Primack, 2014).
Hemos olvidado, o poco se ha tenido en
cuenta, lo que se nos explicaba en este
articulo clasico, en el que se llamaba
la atencion sobre la urgencia para las
sociedades humanas de poner a punto
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mecanismos que permitan aproximar
los 6ptimos de uso de los recursos co-
munes por parte de los individuos y de
las comunidades hasta que coincidan.
¢ Qué papel jugamos los cientificos
(ecélogos, etdlogos, bidlogos de la con-
servacion, etc.) en buscar y encontrar
una solucién real a esa pérdida o sobre-
explotaciéon de los recursos comunes?
Debemos partir del problema de que
los recursos naturales estdn a menudo
infravalorados por la sociedad moder-
na. Y que, en una sociedad capitalista
como la nuestra, los gobiernos y agen-
cias oficiales centran sus decisiones
politicas sobre estimaciones econémi-
cas, principalmente. De ahi que, para
poder conservar los recursos comunes,
se vea como necesario dar un giro en el
pensamiento politico y social para que
se reconozca la verdadera importancia
de los recursos comunes y su papel
para la humanidad. En una sociedad
de libre mercado, y como consecuencia
de las actividades econdmicas huma-
nas, se pasan a menudo por alto costes
ocultos (denominados externalidades)
que producen efectos medioambien-
tales negativos sobre los recursos de
acceso comun. El desarrollo de dos
areas de investigacion relativamente
recientes y estrechamente relaciona-
das (economia ambiental y economia
ecolégica) ayudan a incluir analisis de
costes econdmicos en la pérdida de los
recursos comunes con el argumento
de que, como a menudo las causas ul-
timas de un dafio medioambiental son
econdmicas, la solucién debe incorpo-
rar principios econémicos (Kubiszewski
et al., 2013). Ademas del valor directo
que un recurso ofrece a un individuo o
a la comunidad que lo explota, los valo-
res de uso indirecto deben ser tenidos
cada vez més en cuenta. Son los llama-
dos servicios ecosistémicos (Primack,
2014) que consieran qué valores pre-
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sentes y futuros que se pueden asignar
a un recurso sin que se vean destruidos
0 aprovechados durante su uso. El va-
lor de estos bienes publicos es enor-
me y los célculos econdmicos de sus
valores de uso indirecto son cada vez
mas precisamente ajustados por los
economistas. Pero, volviendo de nuevo
al ensayo de Hardin, el mismo tipo de
soluciones, coercitivas y fiscales, que
él esgrimia en su ensayo, son los que
estan aplicando actualmente muchos
gobiernos para evitar la degradacion
y destruccién de dichos servicios eco-
sistémicos: tasas por contaminacion
del aire mediante combustibles fésiles;
cargos por uso del agua y vertidos de
aguas residuales; compensacion del
uso de un terreno con otro sin cultivar;
pagos por dafios causados por insecti-
cidas, herbicidas y fertilizantes vertidos
al medioambiente, etc. (Bateman et al.,
2013). Parece que incluir los servicios
ecosistémicos en las ecuaciones de
costos beneficios de distintas activida-
des econdmicas es una solucién mo-
derna a problemas de conservacion,
pero en realidad no es mas que un mé-
todo que permite repartir los costos de
uso de un recurso comun en funcién del
uso individual. Es importante no olvidar-
nos de los clasicos para no creer que
esta es una solucion definitiva ya que,
por ejemplo, los servicios ecosistémi-
cosy las tasas medioambientales no se
pagan en la misma moneda (recursos
bioldégicos vs. recursos monetarios).
Si lo que se pretende es disuadir de la
sobreexplotacion, la solucién no puede
plantearse solo en términos monetarios
de compensacién econdmica, sino que
ésta debe de considerarse en términos
de restitucién de los recursos comunes
sostenibles. Hasta que no se consiga,
la “tragedia de los comunes” seguira vi-
gente. Las tendencias actuales sobre el
deterioro de distintos tipos de recursos
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comunes no nos hacen ser optimistas.
Es importante volver a los clasicos para
no olvidar la naturaleza del problema y
de las soluciones.

Garrett Hardin y su esposa practica-
ban lo que predicaban, recolectaban
agua de lluvia para beber, reciclaban,
compostaban, y evitaban a los periodis-
tas porque malgastaban el papel de pe-
riédico. Se suicidaron en 2003 a la edad
de 88y 81 afos, respectivamente, en su
casa (Holden, 2003). The Garrett Har-
din Society (http://www.garretthardinso-
ciety.org/index.html) esti dedicada a la
preservacion de los escritos e ideas de
Garrett James Hardin. Una de las frases
que se recogen en dicha pagina web ex-
presa su clara preocupacion por el futuro
de la humanidad: That'’s what | am trying
to do: shake people up so that our gran-
dchildren will live in a better world.
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Ecology and population dynamics
of the red-legged partridge
(Alectoris rufa) in Spain

Author: Francisco José Buenestado Malfeito
(paco.buenestado@gmail.com)

Supervisors: R. Villafuerte Fernandez, F. SAnchez Tortosa

Academic year: 2017-2018

Universidad de Cérdoba

Summary

The red-legged partridge is classified as Species of European Conservation Con-
cern category 2 based on its marked population declines, particularly in the second
half of the 20th century, and its limited distribution. Habitat quality plays an impor-
tant role in the population dynamics of this species. We radio tracked for the first
time free—living individuals from four different populations in southern and central
Spain. This enabled us to define the spectrum of habitats used by the species
and their relative importance, what allows a better understanding of the causes
of mortality and the population dynamics and, therefore, a proper management of
this species. Habitat selection at two levels (home range and landscape) and the
descriptors influencing home range were studied considering gender, age, body
condition, season, landscape structure, agricultural management and species
daily cycles. The intensity of habitat selection was affected by the average patch
size in each study area. Three variables affected home range: patch size and
agricultural disturbance increased home range whereas the abundance of edges
decreased it. Food availability and type of vegetal cover (the latter being important
as an anti—predatory defence) were key for habitat selection. Our models showed
that, after controlling the effects of pesticides and herbicides, marginal areas and
edges were particularly important during the breeding season, probably because
these habitats provide both food and refuge. The home range of a red-legged
partridge population can be a good indicator of habitat quality at least in natural
populations. The decline of this species in Spain was preceded by agricultural
transformations such as land concentration and an increase in cultivated surface,
which increased patch size and decreased edge and marginal areas. Regardless
the spatial scale considered, any management action neglecting habitat quality
is doomed to failure or will not produce satisfactory results for the conservation
of this species. Four causes of death were recorded during this study: hunting,
predation, disease and trauma. Body condition, the diversity of vegetation and
the number of edges were positively related to the survival of the red—legged
partridge, whereas the last two variables were negatively related to predation and
disease risks. The survival rates in agricultural areas with low management were
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more constant and higher all year round than the ones found in intensely managed
areas. Predation was commoner in the first ones whereas losses due to disease
were more frequent in heavily managed areas during the annual cycle. Diseases
played an important role in the population dynamics of the red—legged partridge,
being the most important cause of death for females in our study areas. This was
related to the high density of individuals that favoured contact and aggregation.
Hunting was also an important cause of mortality that can lead to the decline of
populations. Casualties due to hunting increased with low cover of scrubland and
with high frequency of agricultural practices. The likelihood of disease losses de-
creased with landscape diversity, and increased with low occurrence of scrubland
and edges. Thus, landscape diversity was important for the survival of partridges
and, consequently, is a key factor in the population dynamics of this species. This
study reports for the first time an outbreak of avian pox in a dense, free—living red—
legged partridge population in an agricultural area, affecting 41% of the juveniles.
Infected individuals belonged to family groups and were not distributed randomly.
The prevalence of avian pox was 30.3% in June and 60.6% at the end of the
summer. The gregarious behaviour of young partridges at night could facilitate
contagion by physical contact within a family group. None of the 45 radio—-tagged
adults recaptured throughout the study period showed injuries. We stress the need
of knowing the potential negative effects derived from animal manipulation in to
determine its likely influence in the information sought. The location of the radio
transmitter (in our case on the neck), weather conditions and the method and ti-
ming of capture are risk factors that should be considered in further studies.

Key words: Alectoris rufa, management—conservation, radio tracking, Spain, wild
populations

Palabras clave: Alectoris rufa, manejo—conservacion, poblaciones silvestres, ra-
dioseguimiento, Espafia

[Ecologia y dinamica poblacional de la perdiz roja (Alectoris rufa) en Espafa.]
https://www.researchgate.net/publication/329071992_ECOLOGIA_Y_DINAMI-
CA_POBLACIONAL_DE_LA_PERDIZ_ROJA_Alectoris_rufa_ EN_ESPANA_ Me-
moria_presentada_por
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Role of uropygial gland volume in
the host-parasite interaction

Author: Sergio Magallanes Argany (sergioma@unex.es)
Supervisors: A. Marzal Reynolds, L. Garcia—Longoria Batanete
Academic year: 2017-2018

Universidad de Extremadura

Summary

The general aim of this thesis was to explore the role of the uropygial secretion
on host—parasite interactions in different bird species. We specifically investigated
the role of the preen gland as a defensive barrier against malaria parasites and
its potential contribution to bird fithess. Our outcomes showed that malaria—infec-
ted house sparrows (Passer domesticus) had larger uropygial gland and higher
antimicrobial activity on its secretion than uninfected ones. We also found that
the effect of gland size on survival prospects of house martins (Delichon urbi-
cum) depended on malaria infection, so that infected house martins with larger
uropygial glands were better able to survive to the next breeding season. In addi-
tion, we showed that reproductive success of barn swallows (Hirundo rustica) va-
ried with the interaction term between uropygial gland volume and abundance of
conspecifics: individuals with larger uropygial gland had higher breeding success

Bird collecting its uropigial secretion for grooming and maintenance of the plumage.
Author: Luna Garcia—Longoria Batanete.
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when living in environments with higher abundance of conspecifics. Moreover,
we revealed that invasive house sparrows from Peru had larger uropygial gland
and higher antimicrobial activity of the uropygial secretion than native, Spanish
house sparrows, thus suggesting a role of this defensive mechanism on invasion
success. Finally, we found that mean corrected uropygial gland volume was signi-
ficantly larger in bird species from the tropics than from temperate areas, which is
consistent with the idea that the relative size of this defensive organ is driven by
selection imposed by parasites.

Key words: antimicrobial activity, avian malaria, uropygial secretion.
Palabras clave: actividad bactericida, malaria aviar, secrecion uropigial.

[EI papel de la glandula uropigial en la interacciéon hospedador—parasito.]
https://www.researchgate.net/publication/327824357 EI_papel_de_la_glandu-
la_uropigial_en_la_interaccion_hospedador—parasito
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Waterbird populations role in
anthropogenic wetlands of south
Eu rope

Author: Manuel Parejo Nieto (mparejonieto@unex.es)
Supervisors: J. A. Masero Osorio, C. Corbacho Amado

Academic year: 2017-2018
Universidad de Extremadura

Summary

Waterbird use of rice fields has increased as natural wetlands continue to decline,
and currently many migratory waterbird species on several flyways depend on the
former cropland. The aim of this thesis was to deepen knowledge of the foraging
ecology of waterbirds in rice fields, with emphasis on dabbling ducks (Anas spp.).
Information on the geographical origin of dabbling ducks overwintering in rice
fields of southern Europe is scarce and mostly limited to ringing recoveries. Male
and female dabbling ducks differ in the distance covered between the breeding
and wintering grounds. Thus, understanding the geographical origin of both se-
xes would provide a range—wide perspective of migratory connectivity in dabbling
ducks. Furthermore, as many waterfowl species pair up in winter, determining the
geographical origin of both sexes would also be useful to explain gene flow and po-
pulation structure. Within this context, we used intrinsic isotopic markers to assess
the geographical origin of male and female Northern pintails Anas acuta and Eura-
sian teal Anas crecca wintering in rice fields of Extremadura, a key wintering area
for both species that use the Eastern Atlantic Migratory Route. Additionally, we fit-
ted Northern pintails with GPS—GSM tags to complement the isotopic data. Isoto-
pic values (8%H) varied significantly between male and female Northern pintails,
suggesting different geographical origins. However, male and female Eurasian
teal showed marginal differences in their geographical origin. Data from tagged
individuals supported the isotopic data, showing that males can migrate more than
5,000 km to reach their breeding areas. Accordingly, for Northern pintails, pair for-
mation could occur between individuals with different geographical origins, which
could contribute to the genetic variability of their offspring. The nocturnal foraging
behaviour of migratory dabbling ducks has hampered the study of micro— and
macro-habitat use and selection by ducks in the rice fields, which is imperative
to design appropriate management strategies for their conservation. Using the
cosmopolitan Northern pintail as a model species, we monitored home-range and
fine—scale resource selection by GPS—tagged individuals throughout the winter
season. Our findings showed that nocturnal space use of Northern pintails is in-
fluenced by availability of flooded fields and moonlight levels, whereas nocturnal
foraging within rice fields is driven primarily by straw manipulation, water level and
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substrate pebble size. Food abundance, rice paddy size, and other environmental
and landscape features were not significant predictors. The presence of standing
stubble in flooded paddies (water depth range: 9-21 cm) with soft bottoms should
therefore be prioritized to improve foraging areas for dabbling ducks. Our findings
are of global importance because these management procedures would not in-
crease economic costs or affect rice production, and could be applied for dab-
bling—duck conservation throughout the world. Lastly, many conservation plans of
waterbirds have focused on the conservation of diurnal roosting areas, but these
plans should also consider the large areas that these birds may use at night. It is
assumed that long—distance migratory dabbling ducks overwintering in south or
western Europe store large amounts of fat and, to a lesser extent, proteins as fuel
for successful migration. The physiological changes of dabbling ducks at wintering
or stopover sites in relation to sex and their next non—stop flights have seldom
been studied. We studied body mass changes in wintering male and female Nor-
thern pintails. We also measured changes in the levels of plasma triglycerides and
total proteins as indices of lipid and protein metabolism, respectively. Both sexes
increased their body mass in late winter (pre—migration period) and showed a si-
milar increasing pattern of body mass and plasma metabolites, albeit they did not
follow the general pattern described by the “wintering strategy” for migratory dab-
bling—ducks wintering in western Europe. This was most likely due to the milder
environmental conditions (i.e. weather and food availability) in southern Europe,
compared to wintering areas at northern latitudes. Lastly, waterbirds can reallocate
a considerable amount of nutrients within agroecosystem landscapes. However,
their effects on biogeochemical cycles have rarely been quantified. We estimated
bird numbers, diet, food supply, and food consumption on rice fields by various
overwintering waterbirds species (migratory and resident) in Extremadura’s rice
fields. Herein, we modelled the nutrient (N and P) recycling in rice fields, and
their transport to reservoirs. The energy consumption by waterbirds (96,605 +
18,311 birds) on rice fields during winter averaged 89.9 + 39.0 kJ-m™2, most of it
(89.9%) belonging to foraging on rice seeds (birds removed about 26% of seeds
leftover after harvest). Waterbird foraging and roosting in the rice fields recycled
more than 24.1 and 5.0 tons of N and P, respectively. Additionally, we estimated
that 2.3 tons of N and 550 kg of P were removed from rice fields and transported
to reservoirs. The seasonal foraging of wildlife should result in a direct benefit
for rice farmers by improving nutrient recycling through defecation by waterbirds.
The results shown in this thesis may therefore be especially helpful to implement
landscape—scale conservation plans involving management decisions in areas
that are important for the conservation of migratory waterbirds.

Key words: anthropogenic wetlands, Extremadura, long—distances migratory dab-
bling ducks, rice fields, waterbirds

Palabras clave: anades de superficie migratorios de largas distancias, aves acua-
ticas, campos de arroz, Extremadura, humedales antrdpicos

[Papel de las poblaciones de aves acuaticas en humedales antrépicos del sur de
Europa.]
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Behavioral, physiological

and reproductive effects of
predation and avian brood
parasitism risk on the reproduction
of birds: does fear matter?

Author: Ménica Expdsito Granados (moexposit@gmail.com)
Supervisors: J. M. Avilés Regodon, D. Parejo Mora

Academic year: 2017-2018
Universidad de Granada

Summary

Predation and inter—specific avian brood parasitism are two fundamental selective
forces that have contributed to modulate the reproductive behavior and life—his-
tory strategies of birds. Recently, it has been suggested that, in addition to the
direct effects of predation, the risk of suffering predation (fear) could have sub-
lethal effects on prey affecting behavioral and reproductive traits in ecological and
evolutionary time. In addition, it has not been studied yet whether the fear of suffe-
ring brood parasitism could also affect reproductive traits of the hosts or behaviors
other than those involved in the defense against parasites. The main objective of
this thesis is to identify the indirect or sub—lethal effects of fear of predation and
inter—specific brood parasitism in several bird species. To address this objective,
we studied possible changes in behaviors, life-history traits and physiology in
response to a series of experimental manipulations of predation and inter—specific
brood parasitism risk before and during reproduction. Experimental procedures
were designed at different spatial scales in a community of non—excavating birds
breeding in nest-boxes, and in a population of magpie Pica pica parasitized by the
great spotted cuckoo Clamator glandarius. We evaluated the response to percei-
ved risk through different cues that can be noticed by different communication
channels (i.e. olfactory, acoustic and visual cues). This thesis first provides new
evidence of the sub-lethal effects of predation and inter—specific brood parasi-
tism on decisions prior to the reproduction of birds in natural environments. These
effects have been shown through changes in nest-site choice in host and prey
species and have indirect effects on community structure, composition and level
of interaction between guilds. We also found effects of the risk of nest predation
perceived during reproduction through changes in parental care. However, we did
not find clear evidence of the effects of the risk of parasitism on reproductive and
physiological traits in a host of an obligate brood parasite, once reproduction had
begun. The results also suggest that human activity can be perceived as a risk
factor modulating the physiological state of species under population decline, as
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a consequence of the alteration and disturbances in their habitats. Therefore, this
thesis offers new advances in the study of the risk of predation and the risk of cuc-
koo parasitism in ecological time of great interest both in the field of Evolutionary
Ecology and Behavior with application in Animal Conservation and Management.
In addition, | suggest that the study of multiple cues is necessary to fully unders-
tand the effects of risk, given that birds may evaluate threats perceived by cues
through different communication channels.

[Efectos comportamentales, fisiolégicos y reproductivos del riesgo de depreda-
cion y del parasitismo de cria en la reproduccion de las aves: ;importa el miedo?]

http://digibug.ugr.es/

Participantsintheinteractionsofpredationand parasitismstudiedinthethesis (from
lefttoright): the Europeanroller (Coracias garrulus), the little owl (Athene noctua),
the Eurasian scops owl (Otus scops), the ladder snake (Zamenis scalaris),
the magpie (Pica pica) and the great spotted cuckoo (Clamator glandarius).
Author: Ménica Expésito—Granados.

Key words: birds, ecology of fear, parasitism risk, predation risk, sub—lethal effects
Palabras clave: aves, ecologia del miedo, efectos sub—letales, riesgo de depreda-
cion, riesgo de parasitismo
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in the common blackbird

(Turdus merula): plasticity,
physiology and evolution

Author: Francisco Ruiz Raya (ruizraya@ugr.es)

Supervisor: M. Soler Cruz, J. D. Ibafez Alamo

Academic year: 2017-2018
Universidad de Granada

Summary

The severe fitness costs imposed by avian brood parasitism select for the evolution
of anti—parasitic defences in hosts, setting the stage for a co—evolutionary arms race
where brood parasites evolve adaptive counter—defences, which select for improved
host defences, further parasitic adaptations, and so on. Though these adaptations can
be found in all stages of the breeding cycle, the main defence against brood parasitism
is the rejection of the parasitic egg. Egg rejection is a complex process where seve-
ral stages can be differentiated: egg recognition, decision—making and egg-rejection
itself. Throughout this thesis, the study of egg rejection is approached by focusing on
those factors that govern each of these stages. Egg ejection can be carried out by
deserting the parasitized nest, ejecting the foreign egg, or burying it in the nest. The
potential costs associated with each of these egg—rejection mechanisms are very di-
fferent, so that the host’s choice is modulated by a balance between costs and bene-
fits of the anti—parasitic response. Chapter 1 explores whether nest desertion can be
considered an egg—rejection mechanism in medium or large—sized hosts, who would
be able to eject the parasitic egg. Results prove that nest desertion cannot be consi-
dered a response unequivocally directed to brood parasitism in the common blackbird
Turdus merula, a medium—sized potential host of the common cuckoo Cuculus cano-
rus. Therefore, future studies on egg rejection using similar species should cautiously
consider nest desertion as a response to brood parasitism. Different traits of parasitic
eggs (mass, colour and size) affect specific stages of the egg-rejection process in-
cluding the host decision—making, which may result in the acceptance of previously
recognized eggs. Chapter 2 shows that hosts are not willing to assume the potential
costs associated to the ejection of a slightly heavier egg. This low motivation turns out
in acceptance decisions, confirming that egg recognition is not necessarily followed
by egg rejection. Chapter 3 goes one step further showing how the different stages of
the egg-rejection process are independently impacted by different characteristics of
parasitic eggs. This chapter evidences that colour mimicry hampers egg recognition
(the first stage of the process) and leads to egg acceptance. Though egg size does
not seem to affect recognition, it does delay the decision to eject (the second stage of
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the process) and imposes mechanical restrictions on the action stage (the third stage).
The existence of such acceptance decisions implies that the egg-rejection rate does
not necessarily reflect the egg—recognition abilities of hosts. Given its importance in
regulating animal behaviour, endocrine pathways are excellent candidates to conti-
nue unravelling the proximate mechanisms underlying egg rejection. Thus, chapter 4
investigates how hosts adjust their hormonal state to deal with parasitic eggs, as well
as the potential effects of these adjustments on the physical state of hosts. Results
show that parasitic eggs can be a hormonal stressor for hosts. Parasitized individuals
showed higher corticosterone levels and lower body condition than non—parasitized
ones. Furthermore, prolactin levels indicated that blackbirds tend to maintain the pa-
rental effort even when parasitized, which might explain the absence of nest desertion
in response to experimental parasitism. The key role that host decision—making play
in anti—parasitic defences suggests that plastic responses are common among hosts.
Chapter 5 reviews the evidence of plastic defences against parasitic eggs, showing
that phenotypic plasticity in egg rejection is less widespread than might be expected.
This chapter examines the factors that favour the evolution of phenotypic plasticity, as
well as the importance of plastic defences in the co—evolutionary relationship between
brood parasites and their hosts. On the other hand, chapter 6 provides experimental
evidence on the evolutionary origin of the egg-rejection abilities exhibited by potential
host species not currently impacted by interspecific brood parasitism, as is the case of
blackbirds. According to the results, the most probable origin of the egg—rejection abili-
ties in blackbirds is a past exploitation by interspecific brood parasites. Current absen-
ce of interspecific brood parasitism in some potential host species might be due to their
successful anti—parasitic defences, which can persist even after speciation events. In
chapter 7, we investigated whether there are sex differences in egg rejection, which
is particularly relevant in species in which incubation relies exclusively on females.
Contrary to conventional theory, we found that male blackbirds are able to recognize
and eject parasitic eggs. However, recognition abilities of males are less developed
than those of females, probably because they do not participate in egg incubation.
According to the new theoretical framework in the field of animal decision—-making, the
results of this thesis highlight the need to update some terms frequently used in egg—
rejection studies, as well as the inclusion of new concepts to future studies. In chapter
8, we propose an updated terminology advocating for the consistent use of terms in
future studies on egg-rejection. Overall, this thesis provides significant advances in our
understanding of the co—evolutionary interactions between brood parasites and hosts,
particularly in relation to the main anti—parasitic defences: egg rejection. All these re-
sults show egg—rejection is a complex and potentially plastic process that is modulated
by the cognitive abilities of hosts, the environmental context, host’s physiology and the
characteristics of the parasitic egg.

Key words: avian brood parasitism, co—evolution, common blackbird, eco—physi-
ology, egg ejection
Palabras clave: coevolucion, ecofisiologia, expulsion de huevos, mirlo comun,
parasitismo de cria

[Defensas frente al parasitismo de cria en el mirlo comun (Turdus merula): plasti-
cidad, fisiologia y evolucion.)
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integrative study on its physiology
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Supervisors: M. Herrera Rodriguez, A. Canalejo Raya

Academic year: 2017-2018
Universidad de Huelva

Summary

In recent years, aquaculture is gaining an increasing importance because natural
populations of commercial species are being strongly threatened by uncontrolled
fishing activity, marine pollution and other factors that could lead to the extinction
of certain species. However, in Spain only seven species are reared on a commer-
cial scale: sea bass (Dicentrarchus labrax), sea bream (Sparus aurata), turbot (Sco-
phthalmus maximus), red tuna (Thunnus thynnus), meagre (Argyrosomus regius),
Senegalese sole (Solea senegalensis) and eel (Anguilla anguilla). Thus, it is neces-
sary to diversify the species to be cultivated by the Spanish marine aquaculture, and
the wedge sole (Dicologlossa cuneata) appears as a convenient candidate due to its

Detall of the infrared sensor to activate the self~demand feeders.
Author: Elena de la Roca.
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high commercial value and its high growth rate and fertility. This requires a compre-
hensive research to reach the effective zootechnical knowledge of the species. In this
context, the general aim of this PhD thesis is to study and develop new knowledge on
the culture of the wedge sole, based mainly on the physiological and behavioral res-
ponses to stress as related to the culture conditions. Thus, my thesis tries to evaluate
the culture conditions during the breeding of the wedge sole, focusing on two impor-
tant parameters, density and feeding, and their consequences on stress physiology
of the wedge soles. | also intend an integrated study of the physiology and behavior
of this species in captivity, because of its importance for culture optimization. The
effects of different culture densities were studied in diverse phases of the life cycle of
the species, concluding that the high cortisol values detected from the larval phase
of D. cuneata seem to be related to the captivity conditions and that the high culture
density can be a stressor from 45 days after hatching. In addition, for studies focused
on culture density cortisol was a good indicator of stress in short—term studies, but
not for chronic stress situations. For this type of studies, muscle enzymes hexokinase
(HK) and glutamate dehydrogenase (DH) were considered as good stress indicators.
Plasma metabolites were not good markers in any of the cases. Concerning the daily
rhythms of locomotion of the species, wedge soles were characterized by noctur-
nal activity. Nonetheless, and unlike to that observed in other flatfishes, D. cuneata
showed some swimming activity during the day, seeming to be a behavior inherent
to the species and not caused by the captivity conditions. With regard to the feeding
strategy, although the wedge sole was able to activate and use seli—feeders, this
type of strategy did not result adequate in terms of growth and welfare. By contrast,
a nocturnal feeding schedule was associated with higher levels of growth and lower
levels of stress; hence, it appears as the most appropriate feeding strategy for D.
cuneata. Finally, based on the integrated responses (physiology and behavior), di-
fferent coping styles (CS) with specific behavioral and physiological responses were
identified: the CS1 group (reactive fishes), which take longer to recover the appetite
in a new environment, with a fighting character against a stressor (exposure to air)
and high levels of plasma cortisol after the stressor; and the CS2 group (proactive
fishes), which recover faster the food intake, fight less in the net and have lower le-
vels of plasma cortisol after exposure to the stressor. Furthermore, differences were
detected between both groups in the levels of some enzymatic activities related to
energy metabolism such as the glycogen phosphorylase (GPase), which acts on
glycogenolysis. In conclusion, this study provides valuable information to improve
the methodology of the wedge sole culture and its welfare, which will have a positive
impact on the aquaculture productivity and the preservation of this species threate-
ned by overfishing.

Key words: coping style, cortisol, daily rhythms, enzymatic activity, high stocking
density

Palabras clave: actividad enzimatica, alta densidad de cultivo, coping style, corti-
sol, ritmos diarios

[Evaluacién de las condiciones de cultivo durante la cria de la acedia (Dicologlos-
sa cuneata) y estudio integrado de su fisiologia y comportamiento en cautividad.]
http://rabida.uhu.es/dspace/handle/10272/14817
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independent and interacting action
of sexual selection and population
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with sexual conflict

Author: Eduardo Rodriguez Expoésito (edroex@gmail.com)
Supervisor: F. Garcia Gonzalez

Academic year: 2017-2018
Universidad de La Laguna

Summary

Sexual selection is widely accepted as one of the most potent forces driving the evo-
lution of numerous behavioural, ecological and physiological traits involved in sexual
interactions, and consequently, as a force with critical implications for population via-
bility and for evolutionary processes such as reproductive isolation and speciation. An
increasing body of research in the last decades has proved that sexual selection ope-
rates not only before copulation (pre—copulatory sexual selection) but also after ma-

Callosobruchus maculatus on mung beans: during copulation, male (left) approaches
female (right) from the rear. Over the last third of the mating event, females kick males
using their hind legs to terminate copulation. Author: Eduardo Rodriguez Expdésito.
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Male genitalia of Callosobruchus maculatus: In this species, males possess a spiny
intromittent organ (aedeagus) which damage female reproductive tract during copula-
tion, triggering sexual conflict dynamics. Author: Eduardo Rodriguez Expdsito.

ting (post—copulatory sexual selection). Female multiple mating behaviour (polyandry)
opens the gates for sexual selection to operate after copulation through mechanisms
such as sperm competition, cryptic female choice, and post—copulatory sexually an-
tagonistic selection resulting from differences in the evolutionary interests of the two
sexes (sexual conflict). Bearing in mind the costs that mating entails for the organisms,
especially for females, the causes underlying the origin and maintenance of polyandry
have remained an evolutionary conundrum. It has been hypothesized that polyandry
may be a side effect of the selection acting on males to be more competitive and suc-
cessful in the face of strong competition for access to females. On the other hand,
polyandry may also have an adaptive origin rooted on the direct (material) and/or indi-
rect (genetic) benefits that females may accrue through multiple mating with different
males. Many of the hypotheses related to the benefits of multiple mating are based on
the existence of reliable female mate choice. Notwithstanding, assessing the quality of
potential mates and making a good choice can be difficult under some circumstances.
Polyandry has been also hypothesized to work as a bet—hedging strategy spreading
the risk of mating with unsuitable (e.g., infertile, or genetically incompatible) mates. By
sampling more males, polyandrous females may minimize the consequences of as-
sessment errors in mate choice, reducing the risk for of complete reproductive failure
for females, preventing inbreeding depression and extinction. This may be highly rele-
vant under certain ecological and demographical conditions, for example in small po-
pulations in which stochastic changes may have a deep impact and where sexual se-
lection cannot operate effectively. Interestingly, recent theoretical findings suggest that
mating system evolution, and the influence of mating system, and therefore sexual se-
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lection, on population persistence over time are closely related to the level of population
subdivision. However, while population spatial structure is accepted as an important
factor mediating critical features of population dynamics as well as population viability
and the population’s probability of extinction, we know very little about the implications
of population spatial subdivision for sexual selection and sexual conflict dynamics, and
empirical studies into the connections between population spatial structure and sexual
selection are lacking. This thesis was aimed to address this gap of knowledge. To this
purpose, we used the seed beetle Callosobruchus maculatus, a model for the study of
sexual selection and sexual conflict, in combination with experimental evolution, one of
the most powerful methodological approaches in the study of evolution, to gain insights
into the independent and interactive effects of mating system and population spatial
structure selection treatments on the evolution of sexual selection and sexual conflict
dynamics. The main results of this thesis inform that, in some cases, population spatial
structure is able to reverse the evolutionary pattern imposed by sexual selection in un-
divided populations, for example, regarding the female longevity in this species. These
results may have far-reaching implications for the conservation of species whose po-
pulations are small or fragmented. In addition, our research also determines that while
selection arising from variation in population spatial structure seems not to have a signi-
ficant effect on the evolution of the individuals’ body size, this phenotypic trait responds
to the presence or absence of sexual selection. We found a sex—specific response
regarding the evolution of body size that leads to a variation in the magnitude of sexual
size dimorphism among our selection regimes with sexual size dimorphism increasing
in populations that evolved under enforced monogamy, compared to their polygamous
counterparts. Finally, our findings suggest that, in this species, genital traits respond to
selection in both sexes and population spatial structure is also able to trigger a reversal
in the patterns expected under sexual conflict for the female genital trait (amount of
connective tissue in the copulatory tract). However, the lack of differences in regard to
mating rates, the propensity to remate or the remating interval between populations
evolving under monogamy or polygamy suggests that sexual conflict in C. maculatus
is not as clear—cut as previously thought and that the reproductive outcomes of mating
events depend on a delicate balance between benefits and costs accrued through
sexual interactions.

Key words: Callosobruchus maculatus, experimental evolution, population spatial
structure, sexual conflict, sexual selection

Palabras clave: Callosobruchus maculatus, conflicto sexual, estructura espacial
poblacional, evolucién experimental, seleccién sexual

[Respuestas evolutivas a los efectos de la seleccion sexual, la estructura espacial

poblacional y su interacciéon: profundizando a través de la evolucién experimental
en una especie con conflicto sexual.]
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Summary

Basic knowledge on lethal and sublethal insecticide effects on pest insects is par-
ticularly important for optimization and continuous improvement of Integrated Pest
Management (IPM) strategies, especially when insecticides are used as the main
crop—protection strategy. My PhD thesis provides thorough dose—mortality curves
for three neurotoxic insecticides with different modes of action [chlorpyrifos (or-
ganophosphate, acetylcholinesterase inhibitor), A—cyhalothrin (pyrethroid, sodium
channel modulator), and thiacloprid (neonicotinoid, nicotinic acetylcholinesterase
receptor agonist)] on three key fruit pest species [Cydia pomonella (L.), Grapholita
molesta (Busck), and Lobesia botrana (Denis & Schiffermdiller)]. Subsequently |
analyzed the detoxification mechanisms of the three species against the three
insecticides by studying the most common enzymatic detoxification groups [car-
boxylesterases (EST), glutathione—S—transferases (GST), and mixed—function
oxidases (MFO)]. Finally, | explored if the sublethal doses of thiacloprid estimated
in the first part of the thesis affect the sex—pheromone communication system of
these species. A singular aspect of my thesis is that | focused on the adult stage,
which is poorly represented in the toxicological scientific literature of Lepidoptera,
probably because most insecticides are mainly designed to kill egg or larval stag-
es. However, this choice ultimately led to some unexpected findings that | explain
next. On the first part of my thesis (chapter 1) significant differences in mortality
were found among insecticides and species. However, the most remarkable result
was the significantly larger mortality of males than females to chlorpyrifos. This re-
sult was unexpected because females are larger than males and therefore should
be more resistant than the latter. This result suggested that metabolic detoxifi-
cation mechanisms could be involved in the different susceptibility of males and
females to insecticides. However, when | explored this aspect using enzyme inhib-
itors (chapter 2), the differences in enzymatic activity, although partially explained
differences among species and insecticides, did not explain differential mortality
between sexes. The experiments, nevertheless, indicated that incubation time of
the enzyme inhibitor, a factor often overlooked in these studies, could be important,
and so | carried out a final experiment that showed that kinetic inhibition of one of
the enzyme families played an important role in explaining sex differences. In the
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second half of my thesis | used the dose—mortality curves to explore if sublethal
doses of thiacloprid affect the sex—pheromone communication system of the three
moth species. In chapter 3, | explored the signaller (female calling behaviour) and
the signal (pheromone gland content) and found significant effects on one or both
parameters in the three species, but with substantial differences among species.
The most remarkable finding was that doses as low as LC, ., which would kil
only 1 in 10°% individuals, are sufficient to significantly affect the calling behaviour in
at least one of the species. The effects on pheromone production were less sub-
stantial. In chapter 4 | assessed if sublethal doses of thiacloprid affected males,
which are the receiver in the pheromone communication system. When male be-
havioural response to the sex pheromone was recorded in a flight tunnel and
the flight track was analysed with the triangle of velocities, | found that, as with
females, the lowest insecticide dose (LC, ) significantly impaired the ability of
males to fly towards the pheromone source. When treated with insecticide fewer
males took flight or reached the pheromone source, and they flew more slowly and
with a lower thrust. When | explored if male’s pheromone sensing was affected by
recording antennal electrical responses (EAG) to biologically realistic pheromone
doses, | found that not even the highest insecticide doses (LC,,) altered male EAG
responses. Therefore, the abnormal behavioural response of insecticide—treated
males to the sex pheromone is not due to an effect on pheromone sensing. The
results of my thesis have important implications in pest control. They suggest that
residual insecticide doses could alter the outcome of semiochemical control meth-
ods (like mating disruption) because they alter the pheromone communication
system of moths. In addition, they reveal the biochemical mechanisms involved in
insecticide detoxification in a phylogenetically close group of species. Future stud-
ies should explore if sublethal doses of insecticide affect semiochemical control
under field conditions, and if they alter reproductive parameters. In addition, the
role of detoxification should be further pursued to explain the striking sex differenc-
es in insecticide susceptibility. Finally, the neural mechanisms potentially involved
in male and female impairment by sublethal doses of insecticide deserves further
research.

Key words: dose—response, neurotoxic insecticides, pheromone communication,
sublethal effects, Tortricidae

Palabras clave: dosis—respuesta, efectos subletales, feromonas, neurotéxicos,
Tortricidae

[Detoxificacion y efectos subletales de insecticidas neurotoxicos en insectos pla-
ga de la familia Tortricidae.]
http://hdl.handle.net/10803/462995
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Summary

Many Charadriiform birds (shorebirds and allies) nest on the ground in sites with no
vegetation, receiving in that case direct solar radiation. Thus, when incubating adults
depart from nests, the eggs may reach critical temperatures for embryos. Nest pre-
dation is also an important cause of breeding failures, thus having well camouflaged
nests may be critical to reduce the risk of predation while the nests are unattended.
Eggshell pigmentation and spottiness have been suggested to improve camouflage,
but making the eggs darker may increase the rates of overheating. Then, this may
lead to a trade—off between both factors (camouflage and temperature) on eggshell
coloration. The aim of this thesis was to show whether there is such a trade—off, and
to analyse whether ground—nesting birds mitigate the adverse thermal conditions of
their nesting sites in hot environments by means of biophysical mechanisms (e.g.,
egg colour and spottiness, use of nest materials with favourable thermal properties),
as well as by behavioural mechanisms (e.g., risk—taking by incubating birds in rela-
tion to nest camouflage, choice of sites where eggs are better camouflaged). First,
we showed that darker eggs of shorebirds were better camouflaged when the nests
were not attended by adults, but suffered quicker overheating than light—coloured
eggs due to direct solar radiation. We also showed that, after controlling for envi-
ronmental temperatures, eggs overheated more in the Tropics, likely because of a
more intense solar radiation than in the Mediterranean region. Thus, the benefits of
increasing pigmentation and spottiness for a better camouflage are counteracted by
the increased risks of overheating when eggs remain exposed to direct solar radia-
tion. Accordingly, we found that eggshell reflectance in the Kentish plover (Chara-
drius alexandrinus) is primarily determined by latitudinal variations in solar radiation,
with eggshells of lower reflectance (darker) found at higher latitudes. However, in
the southern localities (nearer to the equator), where solar radiation is very intense,
eggshells are darker in spite of high ambient temperatures, likely to protect embryos
(through pigmentation acting as a parasol) from the dangerous UV radiation. We also
tested the hypothesis that eggshell coloration and spottiness are related to pigments
content in the Kentish plover. As expected, we found that protoporphyrin was more
abundant than biliverdin in eggshells. However, eggshell coloration was not related to
pigment concentrations, which may be due to a different allocation of pigments either
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between eggshell’s background and spots, or between different eggshell’s layers.
Besides eggshell coloration, the use of nest materials may be another biophysical
mechanism with which to counteract the adverse effects of high ambient temperatu-
res on egg overheating. We found that Kentish plovers added into their nests lighter
materials (pebbles) than those available around nest sites. Because light materials
are thermally reflective (having lower heating rates), the microclimate of nests was
likely improved. However, light materials worsened egg camouflage. In a field ex-
periment, we found that the plovers removed most of the experimental materials
independently of their thermal properties, so that egg camouflage returned within a
week to the original values of the experimental treatments. Although the thermal en-
vironment may affect the choice of nest materials by the plovers, at our study sites it
was not likely too stressful as to determine the acceptance of the lightest experimen-
tal materials. Beyond those biophysical mechanisms, ground—nesting birds may use
behavioural strategies to enhance egg camouflage and mitigate the risk of overhea-
ting when eggs are not attended. By applying predator visual models, we analysed
whether microhabitat and nest material selection by three ground—nesting birds (pied
avocet Recurvirostra avosetta, Kentish plover, and little tern Sternula albifrons) faci-
litated camouflage. Plovers and avocets selected microhabitats and nest materials
that matched their individual egg appearance. In contrast, the lighter and less spotted
eggs of the terns did not effectively match nest microhabitats and nesting materials,
despite choosing lighter substrates, and their eggs matched worse their background
than eggs of the other two species. The paler and poorer camouflaged eggs of the
terns could reflect a trade—off between thermal protection and camouflage, because
this species breeds later in the season, facing a greater risk of egg overheating. Fi-
nally, we tested whether incubating birds decide when to leave or return to the nest
when predators approach their nests depending on the camouflage of the eggs and
their risk of overheating. We found experimentally that terns allowed closer approa-
ches to their nests at midday, when the eggs appeared better camouflaged, than
at the morning. Return times to the nests were affected by ambient temperature,
with the terns shortening such times at high ambient temperatures (i.e., in midday),
thus diminishing the risk of egg overheating. As a whole, these results show that the
decisions of the birds on when to leave or return to their nests depended on shifting
payoffs, as a consequence of diurnal variations in both the thermal risks (incurred by
embryos) and egg camouflage. In conclusion, our observational and experimental
studies can help to understand trade—offs among factors involved in the evolution of
coloration and patterning of eggshells of ground—nesting birds that also affect em-
bryo performance. This thesis may then be useful to understand the evolution of
eggshell appearance and to predict the responses of ground—nesting birds under a
scenario of global warming.

Key words: eggshell coloration, Kentish plover, nests, pigments, spottiness
Palabras clave: coloracién de la cascara de huevo, chorlitejo patinegro, nidos,
pigmentos, moteado

[Compromiso entre el riesgo de sobrecalentamiento y camuflaje en huevos de
aves que nidifican en el suelo.]
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Summary

Genetic conflicts among siblings in species with sexual reproduction and pa-
rental care, such as birds, manifest as sibling rivalry when nestmates compete
for parental resources. Sibling competition is implemented through a diverse
array of behavioural mechanisms, ranging from overt aggression and fratrici-
de through non-virulent forms of scramble competition (e.g. begging signals)
which may include a high level of tolerance among broodmates or even mu-
tualism. Previous studies suggested that white stork (Ciconia ciconia) nestlings
showed little or no aggression or physical interference because parents feed
nestlings simultaneously, by regurgitating food on the nest floor. This pattern,
which is shared by other stork species, is however exceptional among other
bird families with close ecological and phylogenetic affinities, such as herons,
ibises or pelicans. In these groups, nestmates usually compete despotically,
often by overt aggression. The aims of this study were: (i) to elucidate the
precise behavioural mechanisms regulating nestmate competition and commu-
nication within white stork broods, and (ii) to unravel the ultimate evolutionary
causes underlying variation in levels and mechanisms of nestmate competition
among the highly diverse clade of subaltricial birds. First, we obtained beha-
vioural samples from video recordings of natural feeding events involving 108
nestlings from 46 broods less than four weeks old, as well as data from three
experimental setups. Second, we performed a phylogenetic comparative study
based on a dataset including 192 species belonging to 16 families of altricial
birds to determine ecological, behavioural and life—history predictors of the le-
vel of interference competition among nestmates. Results showed that white
stork broods are characterized by a high level of broodmate tolerance, where
interference competition is weak if not completely absent. Moreover, white stork
nestlings display an elaborate repertoire of signals containing information about
chick nutritional state, which seems to be involved in cooperative begging and
sibling negotiation. This suggests a highly prosocial evolutionary scenario. The
comparative study revealed that the observed diversity in levels of interference
competition among subaltricial birds is closely linked to a species’ life history:
more virulent sibling rivalry is associated with a slow life history pace (low fe-
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cundity and mortality rates). It is suggested that this association is mediated by
both short— and, specially, long—term effects of early nestling behaviour upon
viability and fecundity later in life.

Key words: parent—offspring conflict, begging, life history, cooperation, sibling ri-
valry

Palabras clave: conflicto paterno—filial, peticion, historia vital, cooperacioén, agre-
sion fraternal

[Cooperacién y conflicto entre hermanos de nidada de cigliefia blanca (Ciconia
ciconia).]
https://rio.upo.es/xmlui/handle/10433/5665
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Summary

Birds are known to respond rapidly to environmental changes what makes them
good indicators of the conservation status of the ecosystem they inhabit. The eva-
luation of their distribution, abundance and other aspects of their life cycle can
be readily used to monitor environmental changes at various spatial and tem-
poral scales. The white—throated dipper Cinclus cinclus (hereafter, dipper), is a
semi—aquatic riparian bird which meets the necessary conditions to act as a good
indicator for disturbances in aquatic ecosystems, mainly due to its low toleran-
ce threshold to the alteration of its habitat and, especially, to its environmental
preferences (well-preserved rivers). The occurrence and abundance of dippers
may indicate the extent of the environmental alteration given an adequate iden-
tification, detection and reliable censusing what, in turns, requires an accurate
knowledge of this species’ biology. The fluvial network of the Historical Territory
of Gipuzkoa, as well as the Autonomous Community of the Basque Country, is
under anthropological alteration. This, together with Global Change requires an
evaluation of their consequences on this habitat type. To address this concern, |
performed this thesis, that has two main objectives: (i) develop an effective and
long—term method for censusing dippers at the Autonomous Community scale, so
as to detect changes in its distribution and population size; (ii) describe the main
demographic parameters of the dipper population in Gipuzkoa and establish their
relationships with biotic characteristics and habitat quality, including the possible
effects of climate change. Regarding the first objective, we developed a method to
study the population of dippers in Gipuzkoa, based on occupancy models that, in
the long term, allow the assessment of the population’s trends. These models are
suitable for species that naturally occur at low densities or with low detectability
due to the habitat they dwell on (e.g. impaired visibility owing to the orography and
dense vegetation along the banks). This censusing methodology was also applied
to model the occurrence of the species for the whole Basque Country. Additionally,
the method was conceived to be used by volunteers (citizen science). In the case
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of Gipuzkoa, our results show that a combination of 60 sampling points with 4
annual visits of 20 minutes each, is optimal for an accurate census. In the case of
the Autonomous Community of the Basque Country, the total number of sampling
points raises to 199. This network would provide information on common but little—
known species, thus contributing to increasing our knowledge about the distribu-
tion and conservation of the Basque Country’s biodiversity. Regarding the second
objective, a ringing campaign was carried out in several rivers of Gipuzkoa during
the breeding period (March—August) of seven consecutive years (2008—-2014).
Capture and recapture data were analysed using the Cormack—Jolly—Seber mo-
dels to estimate the apparent annual survival of the population under study and its
relationship with the variations of extreme winter water flow. Winters with heavy
floods negatively influence the interannual survival of the studied population. This
is discussed in a context of climate change. Additionally, the reproductive biology
of dippers in Gipuzkoa is described as well as the influence of food availability on
their reproductive parameters. We found that the average clutch size (4.3 eggs/
nest) was significantly lower than that described for the species in the rest of Euro-
pe (4.6 eggs/nest), while the average reproductive success (number of nests whe-
re at least one nestling fledges) (72 %) was significantly higher than the European
average (62 %), which suggests that the breeding conditions of the studied popu-
lation are better than the ones of populations located to the north of the Palearctic.
The relationship of productivity with food availability is weak, probably due to the
interference of other factors that also influence reproduction. The analysis of the
recaptures and sightings of marked birds allowed to estimate for the first time natal
dispersal of this species in the Iberian Peninsula. The data obtained suggests a
very high dispersal, with only 3 % of the ringed chicks recaptured after three years
(2014-2016), that agrees with the results obtained in the continent for this spe-
cies. It is necessary to continue the long—term monitoring of the abundance and
reproduction of this species to determine more accurately the dipper population
in Gipuzkoa, its demographic parameters and life history strategies and the main
factors that influence this population. All this information will also be crucial to bet-
ter understand how dippers could respond to climate change.

Key words: Cinclus cinclus, demography, distribution, Gipuzkoa, long term mon-
itoring

Palabras clave: Cinclus cinclus, demografia, distribucién, Guipizcoa, monitoriza-
cion a largo plazo

[El mirlo acuético Cinclus cinclus L., 1758 en Guipuzcoa: distribucion y parame-
tros demogréaficos.]
https://www.dropbox.com/s/7kagouyyzg927tl/Tesis%20doctoral%20JMSanchez.

pdf?dI=0
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Summary

In this thesis, we studied the effects of the variability of males’ Carpetan lizard
(Iberolacerta cyreni) chemical signals on reproductive success, social organi-
zation, female’s preferences and offspring’s phenotype. In the first chapter, we
analysed the effect of an immune challenge (bacterial lipopolysaccharide) on the
expression of chemical and visual ornaments of males. The results suggested
the existence of a trade—off between the physiological regulation of the immu-
ne system and the production of chemical and visual ornaments. In the second
chapter, we checked if the immune challenge caused a decrease in reproductive
success. Our results showed that reproductive success increased with body size
(or age) but not with the experimental treatment. This suggests the existence of
a reproductive strategy of “terminal inversion” in the “suboptimal” males. In the
third chapter, we tested whether an experimental increase in the quality of males’
chemical signals influenced the use of space by females and the social hierarchy
among males. We supplemented a group of males with vitamin D3 before the ma-
ting season and released them together with a group of females in a semi—natural
enclosure so that they could copulate and interact freely. The results suggested
that, despite the role of signals in sexual selection, competition between males is
a key factor in accessing females. In the fourth chapter, we checked whether the
preference of females for provitamin D3 is because this molecule is a valuable
resource for females in gestation. We supplemented two groups of pregnant fe-
males with provitamin and vitamin D3 and we studied the potential benefits they
could have for them, for their eggs and their offspring. Our results suggested that
the potential sensory bias of females could be related to their physiological needs.
In the fifth chapter, we verified the existence of maternal effects induced by the
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Copula of Carpetan lizards (/berolacerta cyreni): the male, green, bites the ventral
area of the female, brown, to prevent it from escaping while copulating.
Author: Gonzalo M. Rodriguez Ruiz.

availability of provitamin and vitamin D during pregnancy. We tested the locomo-
tor performance and tendency to disperse of offspring of mothers supplemented
with provitamin and vitamin. Our results showed the existence of an anticipatory
maternal effect in response to postnatal habitat conditions. In the sixth chapter, we
assessed whether the quality of the maternal environment during pregnancy and
the existence of a stressful post—natal environment affect the personality of the
offspring. We treated the offspring of females supplemented with vitamin D with
corticosterone, simulating a stressful situation. We evaluated the coherence and
the repetitiveness of its activity, use of refuge and assumption of risks. Our results
suggested that the mother’s diet and postnatal environment conditions affect the
expression of personality.

Key words: dispersal, locomotor performance, maternal effects, sexual selection,
stress

Palabras clave: desempefio locomotor, dispersion, efectos maternos, seleccion
sexual, estrés

[Consecuencias de la variacion individual de las sefiales quimicas de los machos
de lagartija carpetana (Iberolacerta cyreni) para su éxito reproductor, la organi-
zacion social, las preferencias de las hembras y el fenotipo de la descendencia.]
https://www.dropbox.com/s/7kagouyyzg927tl/Tesis%20doctoral%20JMSanchez.

pdf?dI=0
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Supervisor: J. Potti SAnchez

Academic year: 2017-2018

Universidad de Sevilla

Summary

Dispersal and gene flow have traditionally been thought to counteract the effects
of divergent selection and thus prevent evolutionary differentiation. However, re-
cent research suggests that, if non—-random, dispersal may promote population
differentiation even at microgeographic scales. Examples of the eco—evolutionary
consequences of non—random dispersal are still very scarce in the literature, pos-
sibly because long—term data from continuously monitored populations of marked
individuals are needed. | document the effect of phenotype—dependent dispersal
with respect to body size (tarsus length) on the evolutionary dynamics of a wild
population of pied flycatchers (Ficedula hypoleuca) between 1988 and 2016. |
characterized the natal dispersal patterns and phenotypic trajectories of disper-
sers and philopatric individuals originating from ecologically distinct (coniferous
vs. deciduous), adjacent (1 km) habitats, and investigated the genetic architecture
of, and patterns of selection on, tarsus length. Pied flycatchers breeding in the
oak and the pine forest showed strong divergence in tarsus length during the
colonization phase of the pinewood, despite geographic proximity and extensive
dispersal (ca. 25% of each cohort change habitats). However, the initial degree
of differentiation was not sustained over the 29—-year period. Differential dynamics
of phenotype—dependent dispersal between habitats seem to be the key force
shaping the phenotypic trajectories of the study populations. Males moving from
the pine to the oak forest tended to be smaller over time, whereas those that re-
mained in the pine forest tended to be larger. Dispersers from the oak to the pine
forest also tended to be larger over time, and thus the positive trend of philopatric
birds was furthermore reinforced. No clear evidence of phenotype—dependent dis-
persal was found in females but, importantly, an analysis of both sexes combined
confirmed the patterns observed for males alone. Temporal changes in breeding
density and the level of nest—site competition likely provided the ecological me-
chanism for the habitat segregation of size classes. Breeding density increased
in both habitats following nest—-box addition. Nevertheless, due to the lack of na-
tural cavities, nest—site competition —and therefore the relevance of body size in
territorial contests— was probably magnified in the pinewood. Based on density
and dispersal rates dynamics, it seems that the pine forest became progressively
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Male and female pied flycatchers (Ficedula hypoleuca).
Author: Lorenzo Pérez—Rodriguez.

more attractive for pied flycatchers at the expense of a decrease in the attractive-
ness of the oakwood. Because large—dominant and small-subordinate males are
generally sorted into preferred and non—preferred habitats, the steep increase in
breeding density in the pinewood resulted in a shift in the patterns of phenotype—
dependent dispersal. No evidence of adaptive habitat choice in relation to body
size was found in this population possibly because, as demonstrated here, most
pied flycatchers, regardless of their phenotype, return to the habitat they imprinted
on as fledglings. Quantitative genetic analyses revealed a substantial component
of additive genetic variance underlying tarsus length, although there were subs-
tantial differences among pools of dispersers and philopatric birds. Specifically, in-
dividuals genetically predisposed to be larger preferentially dispersed into the oak
forest. However, selection gradients on this group, unlike the other groups, were
negative and, therefore, resulted in a negative response to selection. Dispersers
to the oak forest actually showed a decline in tarsus length over time that, never-
theless, deviated from the lack of trend observed in the entire oak population. No
such discrepancy was found in the pine forest, indicating a greater genetic con-
tribution of dispersers to the pine forest in shaping the distribution of phenotypes
within their recipient population. Examination of the breeding success of each
group suggested that this unusual asymmetry resulted from uncoupled patterns of
dispersal and gene flow in the oak forest, since the reproductive output of immi-
grants into the oakwood was lower than that of the other groups. Overall, these re-
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sults indicate that the effect of dispersal on microevolutionary processes may vary
from being positive to non—existent depending on the habitat type, although the
ecological factors responsible for such discrepancy remain to be elucidated. Co-
llectively, the five chapters presented in this thesis represent a major step forward
in our understanding of the specific role of gene flow on eco—evolutionary dyna-
mics and phenotypic evolution.

Key words: dispersal, evolutionary dynamics, habitat selection, morphological di-
fferentiation, population structure

Palabras clave: dispersion, dindmica evolutiva, seleccion de hébitat, diferencia-
cién morfoldgica, estructura poblacional

[Diferenciacién de poblaciones a pequefia escala: mecanismos ecolégicos y evo-
lutivos implicados.]
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Summary

Vector-borne pathogens cause important diseases such as malaria and are
nowadays a major public health concern, because they cause human fatalities
worldwide and have a significant impact on local economies. These pathogens
also affect wildlife playing a role as ecological and evolutionary drivers of animal
populations. Factors associated to global change have largely contributed to the
spread of potential insect vectors and the pathogens they are able to transmit, thus
creating novel epidemiological scenarios. Therefore, it becomes essential to un-
derstand the factors that modulate the transmission risk of these disease agents,
which involve the interactions between vertebrate hosts (humans and other ani-
mals), pathogens, and insect vectors in natural ecosystems. In this thesis, | used
a multidisciplinary approach that combines molecular tools, observational studies
and experimental behavioural assays to assess the ecological and evolutionary
factors that affect the transmission success of two mosquito—borne pathogens. In
particular, | studied the interactions between insect vectors, vertebrate hosts, the
avian malaria parasites and the Zika virus. | focused on two major steps directly
influencing the pathogen transmission success by mosquitoes: (i) their blood—fee-
ding behaviour on infected/susceptible vertebrate hosts, and (ii) the development
of the pathogen in the mosquito and its consequences for subsequent transmis-
sion to vertebrates. To this end, firstly | assessed the impact of three host—related
traits (i.e. body mass, gender, and infection status by avian malaria) on the bi-
ting behaviour of two mosquito species with different feeding preferences. | found
clear interspecific differences in the biting behaviour of mosquitoes, which were
also influenced by variation in hosts’ traits, although these effects differed depen-
ding on the particular mosquito—host assemblage. Therefore, the biting behaviour
of mosquitoes is far from being generalizable. Secondly, | assessed the vector
competence of different mosquito species for the transmission of avian malaria
parasites and Zika virus. | found that the ability of mosquito—borne pathogens to
develop in mosquitoes differed between insect species, which may be the result of
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complex co—evolutionary processes. In addition, | assessed the consequences of
parasite development in the mosquito vectors. | found that host parasite load and
parasite identity had independent effects on the survival of infected mosquitoes
finally determining the transmission risk of the parasites. While these previous
results were mostly derived from experiments under controlled conditions, | stu-
died the environmental and genetic factors determining avian malaria prevalence
and transmission in a wild population of Eleonora’s falcons (Falco eleonorae). |
found that the characteristics of the insular breeding grounds determined the low
prevalence of blood parasites in nestlings, probably due to the low abundance of
insect-vectors in the breeding areas. Moreover, the prevalence of Plasmodium
parasites in the colour polymorphic Eleonora’s falcon was lower in the pale than in
the dark morph, likely due to host-related factors such as morph—specific immu-
ne—competence or differences in the attraction to insect—vectors. Finally, | studied
the parasite transmission networks between Eleonora’s falcons, louse flies that
parasitize the falcons, and haemosporidians in an insular system. The lack of
infection in nestlings and the mismatch between the lineages isolated in adult fal-
cons and louse flies were the most plausible reasons explaining the unsuccessful
transmission of the parasites from louse flies to raptors. Surprisingly, most of the
haemoparasites found in the louse flies derived from opportunistic feeding on the
migratory passerines hunted by falcons. Altogether, in this thesis | identified key
factors affecting the transmission success of vector-borne pathogens, allowing a
better understanding of the complex interactions and transmission dynamics of
these widespread pathogens affecting humans and wildlife.

Key words: House sparrows, mosquito feeding patterns, parasite transmission,
pathogen ecology, Plasmodium, vector-borne diseases

Palabras clave: gorrion comuan, patrones de alimentacion de mosquitos, transmi-
sion de parasitos, ecologia de patégenos, Plasmodium, enfermedades transmiti-
das por vectores

[Impacto de las interacciones entre hospedadores, vectores y patégenos sobre la
transmision de malaria aviar y flavivirus por mosquitos.]
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Summary

Last decades have seen an accelerated emergence or re—emergence of vector—
borne diseases (VBDs) worldwide, representing a major threat to public health
and biodiversity conservation involving human, wildlife and domestic animals.
Despite the medical and economic impact of VBDs, the ecology of VBDs, espe-
cially the interaction between hosts and vectors is still poorly understood. Pre-
vious studies on epidemiology assumed a random host—vector interaction and
ignored the potential effects of heterogeneity in host traits on the transmission
rates of pathogens. Failure to recognize and incorporate the potential effects of
host traits into epidemiological models could result in biased estimates of disea-
se transmission dynamics. Therefore, this thesis explores the effects of host trait
heterogeneity on host—vector interactions at both inter— and intra—specific levels.
Given the importance of mosquitoes and wildlife hosts in the transmission cycle of
vector—borne pathogens (VBPS), this thesis mainly used a mosquito—borne patho-
gen, i.e. avian Plasmodium, as the study system, including some of their natural
vectors Culex pipiens and Culex restuans and vertebrate hosts, i.e. the house
sparrow (Passer domesticus). Host traits may have profound influence on avian
host—-mosquito vector interaction, as host—seeking mosquitoes may rely on certain
host traits to locate potential hosts, resulting in mosquito feeding preferences that
produce heterogeneous host-vector contact rates. In this thesis, | first reviewed
the role of host morphological, behavioural and physiological traits in mosquito at-
traction. This chapter identified knowledge gaps on the role of different host traits
in mosquito feeding preference, and highlighted the need of both theoretical and
empirical studies on such topic. In chapter 2 | conducted a comparative study by
combining data of mosquito forage ratios in an avian community with data of avian
morphology and behaviour. Birds with lighter colors, bigger body size and solitary
roosting behaviour were bitten more often than expected from their relative abun-
dance in the community. This study highlights the role of host morphological and
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behavioural traits in interspecific differences in host use patterns of mosquitoes.
To figure out the role of host physiological traits in mosquito blood—feeding pre-
ference, | performed dual—-choice experiments by exposing house sparrows with
different metabolic rates to blood—seeking C. pipiens and analyzed the relations-
hip between mosquito feeding preference and host metabolism. Individual birds
with lower resting metabolic rates were bitten more often than their conspecific
counterparts by mosquitoes. This represents the first experimental evidence of
a link between host metabolism and vector feeding preference. In addition, birds
with greater body mass were bitten more frequently by mosquitoes. To assess
the impact of host infection on blood feeding patterns of mosquitoes, | carried out
two dual—choice experiments by exposing house sparrows with different infection
status (i.e. Plasmodium—infected vs. uninfected) and with different infection inten-
sity (i.e. higher Plasmodium load vs. lower Plasmodium load) to blood—seeking
mosquitoes respectively. Individual birds with higher parasite loads were bitten
more often than their counterparts with lower loads. However, the infection status
of birds did not significantly affect mosquito feeding pattern, with Plasmodium—in-
fected and uninfected birds bitten similarly by mosquitoes. Our findings partially
support the parasite manipulation hypothesis and highlight the importance of con-
sidering parasite load in studies on host—vector—pathogen interactions. By using
interdisciplinary approaches that combine comparative methods, molecular analy-
ses as well as empirical bioassays, this thesis identifies several key links between
host traits and mosquito feeding preferences at both inter— and intra— specific
levels, which may help to better understand the dynamics of host-vector contact
rates and hence, the transmission dynamics of VBPs. Incorporating heterogeneity
from host traits in future studies may improve our understanding on the ecology of
VBDs as well as the surveillance and control efforts in the complex transmission
network of VBDs.

Key words: host selection, vector attraction, phenotypic traits, host metabolism,
avian Plasmodium

Palabras clave: seleccion de hospedador, atraccién vectorial, rasgos fenotipicos,
metabolismo de hospedador, Plasmodium aviar

[Ecologia de las enfermedades transmitidas por vectores: efectos de los rasgos

del hospedador sobre las preferencias de alimentacion de los mosquitos y sus
implicaciones para la transmision de enfermedades.]
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Summary

This thesis focuses on the study of canine welfare and has three main objectives: (i)
to survey the perception of 12 issues affecting canine welfare by veterinary students
and veterinary professionals in Spain; (i) to investigate the owners’ perception of the
presence of emotional eating in their dogs by using a questionnaire, and to analyze
its relation to the animal feeding habits chosen by the owners, the dog eating beha-
vior and emotional state, and (jii) to study the relation between cortisol and ghrelin
in dogs showing chronic stress—related behavior problems and the effect of the ad-
ministration of high energy palatable food on both parameters. Regarding the first
objective, a scale—based questionnaire including 12 issues affecting canine welfare
was distributed to first-year students (n = 50), fifth—year students (n = 50), veterinary
surgeons (n = 260) and specialists in behavioral medicine (n = 50). For each issue,
respondents were asked to rate how much, on average, they thought the particular
problem affected canine welfare. Importance was rated from 0 (a completely unim-
portant issue) to 4 (an extremely important issue). The results showed that there
were significant differences in scoring depending on the level of training and profes-
sional experience and specialization. In general, specialists in behavioral medicine
assigned significantly higher scores, while fifth—year students assigned significantly
lower scores to most items. First—year students tended to assign very high scores to
the issues under study. These findings suggest that desensitization to animal welfare
occurs as veterinary students reach the end of their studies. Raising awareness re-
garding canine welfare, including concern for breed— or behavior—related problems,
should be emphasized within university programs. To accomplish the second objec-
tive, a self—elaborated questionnaire was distributed via social media to dog owners
(n=1099), including general information, feeding habits, eating behavior and related
problems and temperament and emotional state. The most frequent food administra-
tion pattern was feeding the dogs exclusively with commercial food (54.7 %), mostly
dry food (82.5%), rationed (80%), twice a day (62.6 %) and adding (96.7 %) fre-
quently (daily or almost daily, 61.0%) extra food apart from the regular rations, most
of them (62.0 %) by using both commercial dog treats as well as human food. These
extras were administered after the dog responding to a command (76.5%), at the
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owner’s discretion (48.3 %) and the dog’s request (15.0 %). A specific question for as-
sessing the perception of owners on emotional eating in their dogs (0 to 4 score) was
included. The majority of the respondents (82.7 %) perceived that their dog showed
emotional eating at some level, with more than 40 % of the surveyed owners giving a
3 or 4 score. Significant associations were found between the intensity of emotional
eating and many variables. Thus, achieving the maximum score for owner—perceived
emotional eating was associated with the dog being diagnosed with a medical condi-
tion, with the owners’ awareness of the ideal weight of his/her dog and with particular
feeding habits (feeding the dog exclusively with home—made food, once a day, and
giving extras as a reward). Furthermore, high perceived emotional eating was related
with being a dependent and unhappy dog, as well as with not eating during the abs-
ence of the owner. On the other hand, being a calm dog, both as a general condition
as well as during greetings or walk, and not presenting fear to other dogs or any kind
of aggression was associated with the absence of owner—perceived emotional eating
in the studied dogs. In a second approach, a stochastic regression model was desig-
ned, with the aim of detecting emotional eating in dogs by means of an objectively,
short and easy—to—respond checklist directed to the owners based on a previously
published questionnaire. The variables included in the final model could be well un-
derstood and properly assessed by the owners. Interestingly, part of the variables did
act as risk factors whereas others might be considered as protective factors. Finally,
the third objective was achieved by measuring baseline and post—prandial serum
levels of cortisol and ghrelin in a group of dogs showing chronic stress related to
behavior problems, in particular social conflict-related aggression (SCA) and sepa-
ration anxiety (SA) (n = 16), in comparison with a group of normally behaved control
dogs (n = 16). Mean values for baseline cortisol both before and after eating were
higher in the stressed than in the control group, this difference being only statistically
significant for post—prandial cortisol. When considered the diagnosis category, only
SCA dogs differed from the control group in this measure. In this group, the variation
of cortisol increased, differing from the SA and control group, which decreased their
cortisol values after eating. These results suggest that dogs showing SCA but not SA
were more stressed than control dogs in basal conditions and that their cortisol and
ghrelin levels did not decrease after eating, suggesting the possibility of a failure to
suppress ghrelin after meals in these dogs and, consequently, to decrease cortisol.
On the contrary, both cortisol and ghrelin decreased in the SA dogs after the intake
of food, suggesting a positive effect of eating in decreasing stress. Thus, the results
suggest that even grouped together as “stressed” dogs, the different nature of SCA
and SA problems may affect animals in their hypothalamic—pituitary—adrenal res-
ponse to the administration of a particular food, intentionally selected as a possible
comfort food for dogs.

Key words: behaviour, dog, emotional eating, stress, welfare

Palabras clave: alimentacion emocional, bienestar, comportamiento, estrés, pe-
rros

[Bienestar en la especie canina: valoracion de la percepcion en el ambito veterinario y

estudio de la relacion de la conducta de alimentacion con el estrés y las emociones.]
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Congreso de la Sociedad Espanola
de Etologia y Ecologia Evolutiva

Mieres 4-8 septiembre 2018

Paola Laiolo! y Juan José Soler?

” Unidad Mixta de Investigacion en Biodiversidad (UO, CSIC, PA), Campus de Mieres de la

Universidad de Oviedo, Mieres, Espafia.

2 Depto. Ecologia Funcional y Evolutiva, Estacion Experimental de Zonas Aridas (CSIC),

La Cafiada de San Urbano, Almeria, Espafia.

El Gltimo congreso de la Sociedad Es-
pafiola de Etologia y Ecologia Evolutiva
SEEEE fue organizado por la Unidad
Mixta de Investigacion en Biodiversi-
dad (Universidad de Oviedo, CSIC,
Principado de Asturias) en Mieres, As-
turias, del 4 al 8 septiembre de 2018.
El congreso se celebré en la Escuela
Politécnica del Campus de Mieres de
la Universidad de Oviedo y contd con
135 inscritos, en su mayoria de institu-
ciones cientificas nacionales (Universi-

dades, CSIC y otras OPIs), y algunas
internacionales, de Universidades de
Colombia, Chile, Italia, Suecia, Holan-
da, y Japon.

El atractivo programa cientifico del
Congreso incluia novedosos e innova-
dores estudios en el campo de la Eto-
logia y Ecologia Evolutiva. Se contd
con ponentes invitados de reconocido
prestigio internacional, como los inves-
tigadores Pat Monaghan y Neil Met-
clafe, de la Universidad de Glasgow,

Foto 1. Los ponentes invitados Pat Monaghan y Neil Metcalfe durante el congreso.

Foto: Juan Carlos Senar.
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Foto 2. Pat Monaghan impartiendo la conferencia Environmental effects that shape
individual life histories: time scales, trade—offs and mechanisms. Foto: German

QOrizaola.

ambos galardonados con los Advanced
Grants del Consejo Europeo de Investi-
gacion, y que impartieron las plenarias
inaugurales y de clausura del Congreso
(Foto 1). Pat Monaghan (Foto 2) ex-
plicd cédmo las condiciones ambientales
experimentadas al inicio del ciclo de
vida de un organismo, cémo el acceso
a los recursos y la exposicion a condi-
ciones estresantes, pueden influir en
los procesos de envejecimiento y en la
longevidad. Presenté datos de pobla-
ciones naturales no manipuladas, y de
poblaciones experimentales, tanto en el
laboratorio como en el campo, y ahon-
do en los mecanismos que podrian me-
diar los efectos que se observan a lar-
go plazo. Entre estos, Pat destac6 los
efectos del ambiente en las respuesta
al estrés, en el dafo oxidativo y en la di-
namica de los telGmeros como los me-
canismos responsables. La ponencia
de Neil Metclafe (Foto 3) se centré en
la variabilidad intraespecifica de la tasa
metabdlica en animales. Este parame-
tro refleja la tasa a la que un individuo
consume alimentos para generar ATP,
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el combustible de los procesos celula-
res. A nivel intraespecifico, este para-
metro suele relacionarse muy estric-
tamente con la masa corporal. A nivel
intraespecifico, sin embargo, existe una
variacion importante en la tasa metabé-
lica entre individuos del mismo tamafio,
gue varia con el estado nutricional, el
sexo o la edad. Las causas intrinsecas
de esta variacion se encuentran tanto a
nivel celular como a nivel de organismo,
y las consecuencias se observan en la
seleccion de habitat, las relaciones de
dominancia, y en la supervivencia. La
variacion que la tasa metabdlica induce
en el comportamiento puede finalmente
tener un efecto sobre los ecosistemas,
por ejemplo en el flujo de nutrientes.

El Congreso cont6 ademas con
otras cinco plenarias. Deseada Pare-
jo (Foto 4), investigadora de la Uni-
versidad de Extremadura, hablé de la
importancia de las sefiales sociales
proporcionadas por con—y hetero—es-
pecificos en la toma de decisiones en
animales. Estas sefiales influyen por
ejemplo en la eleccién de pareja, la se-
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Foto 3. Neil Metcalfe impartiendo la conferencia The causes and consequences of
individual variation in metabolic rate. Foto: Juan Carlos Senar.

leccion de héabitat de reproduccion, la
seleccion de parches de alimentacion
y la reduccién del riesgo de depreda-
cion. Sim-Yeon Kim, investigadora
de la Universidad de Vigo, se centro
en la evolucidn de los ciclos de vida y
en los efectos del cambio climatico en
poblaciones del extremo sur de su dis-

tribucion geografica. Nos explicd como
el estudio de estas poblaciones puede
ayudar a entender la importancia de la
variacion genética en las respuestas
fisiologicas y los rasgos de la historia
de vida en la viabilidad de las pobla-
ciones naturales. Patrick Fitze (Foto
5), investigador del Museo Nacional

Foto 4. Deseada Parejo impartiendo la plenaria Informacion social y toma de deci-

siones. Foto: Juan Carlos Senar.
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Foto 5. Patrick Fitze impartiendo la plenaria Drivers of sexual selection and con-
sequences for the maintenance of genetic polymorphism. Foto: Juan Carlos Senar.

de Ciencias Naturales hablé del papel
de la seleccion sexual en el manteni-
miento del polimorfismo genético y en
los procesos de especiacién. Elena
Angulo, investigadora de la Estacion
Biologica de Dofiana, examing las ca-
racteristicas que facilitan a algunas
especies invadir y colonizar nuevos
ecosistemas. Hablé del ejemplo de la
hormiga argentina, Linepithema hu-
mile, una de las 100 peores especies
invasoras a nivel mundial. Se trata de
una especie muy agresiva, que des-
plaza al resto de especies de hormi-
gas de la comunidad y que puede ser
favorecida por la presencia de nichos
vacios. Vittorio Baglione, profesor
de la Universidad de Ledn, hablé de
las teorias que explican el altruismo y
cdmo se pueden aplicar al estudio de
la cooperacién en animales sociales.
Ofrecié como ejemplo el caso de la
corneja negra Corvus corone, cuyas
poblaciones presentan individuos se-
xualmente maduros que posponen su
propia reproduccién para colaborar en
los cuidados de pollos que no son sus
hijos.
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Los beneficiarios y las beneficiarias
de la beca de la SEEEE para desa-
rrollar proyectos de investigacion en
2017 también impartieron una comu-
nicacion oral. Martina Ferraguti anali-
z6 el comportamiento de alimentacién
hemat6fago de los mosquitos, Mario
Garrido hablé de las respuestas de
parasito y huésped en el sistema roe-
dor—Mycoplasma, Josué Martinez de
la Puente explicé el papel de la mi-
crobiota intestinal de los mosquitos
hematofagos en la transmision de pa-
tébgenos, y Alejandro Cantarero anali-
z6 los mecanismos de coloracion roja
en aves usando el piquituerto Loxia
curvirostra como modelo de estudio.
Ademés de estas presentaciones, el
programa cont6 con otras 68 comuni-
caciones orales y mas de 40 posteres.
Los temas han sido muy variados: los
mecanismos de aprendizaje, el com-
portamiento sexual y sus determinan-
tes, la relacion entre comportamiento
y hormonas, la variacion geografica
genética y fenotipica, los mecanismos
de adaptacion, la seleccion de paren-
tesco, la evolucion de las historias de
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vida, el cuidado parental, el compor-
tamiento social, el impacto antropico
(urbanizacién, vias de comunicacion,
radiacion, especies invasoras, perdi-
da de hébitat) sobre comportamien-
to y fisiologia, las personalidades en
animales, los determinantes del para-
sitismo, etc..

Durante el congreso se celebré tam-
bién la asamblea de la SEEEE. Tomo
posesion Pilar Lopez como nueva Presi-
denta de la Sociedad, relevando a Adolfo
Cordero. Jordi Figuerola y Juan Carlos
Senar constituyen respectivamente el
nuevo Secretario y Vicepresidente (presi-
dente—electo) (Foto 6, 7y 8).

Foto 6. La presidenta, Pilar Lopez, y el vicepresidente, Juan Carlos Senar, celebra-
ron y discutieron los nuevos retos de la sociedad con varios miembros fundadores y

ponentes. Foto: Juan Carlos Senar.

Foto 7. La nueva presidenta Pilar Lopez es recibida en el Ayuntamiento de Mieres
por el alcalde Anibal Vazquez (derecha) y el Vicerrector de Investigacion de la Uni-
versidad de Oviedo José Ramén Obeso (izquierda). Foto: Paola Laiolo.
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Foto 8. El vicepresidente Juan Carlos Senar durante la excursion al Jardin Botanico
Atlantico con ponentes y miembros del comité organizador. Foto: Juan Carlos Senar.
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Bases del Concurso Internacional
de fotografia e ilustracion cientifica
sobre comportamiento animal

La revista Etologuia vuelve a lanzar-
se, y con ella, comienza una nueva
iniciativa con la seccion ETOIMAGEN;
un concurso de fotografia e ilustracion
cientifica. En cada numero de la re-
vista se publicardn dos fotografias o
ilustraciones cientificas originales e in-
éditas que representen un aspecto del
comportamiento animal. Las imagenes
deberan ir acompafiadas de la informa-
cion del autor/a asi como un pequefio
texto en el que se describa, en un len-
guaje riguroso pero divulgativo, aspec-
tos del comportamiento representado,
la especie de que se trata, y todos los
detalles que se consideren oportunos
en un texto de aproximadamente 150—
200 palabras.

La iniciativa pretende difundir el co-
nocimiento sobre el comportamiento
animal a través de imagenes innova-
doras e inspiradoras dando nuevas
visiones de sus protagonistas. Entre
las imagenes recibidas se selecciona-
ran dos que seran publicadas en cada
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volumen de Efologuia, en los perfiles
de las redes sociales de la sociedad, y
presentadas en la siguiente edicion del
congreso de la SEEEE. Ademas, entre
las imagenes publicadas en la revista
Etologuia, se seleccionard anualmente
un/a ganador/a al que se le cubriran los
gastos de la cuota de socio durante un
afo.

El envio de imagenes para el vo-
lumen anual de la revista sera hasta
el primero de febrero del afio que co-
rresponda, en formato digital de alta
calidad (.TIFF), que facilite su posterior
publicacién. Las imagenes deberan en-
viarse mediante correo electronico al
correo seeeecretaria@gmail.com con
el asunto ETOIMAGEN. El formato de
las imagenes es libre, pero no se admi-
tirdn aquellas con alteracion digital mas
alla de correcciones de color, contraste,
luminosidad o conversiones a blanco
y negro. Las imagenes no deberan te-
ner marcos, bordes, marcas de agua ni
pies de foto.
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