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Resumen

La paternidad multiple es el resultado de la inseminaciéon de una hembra por al
menos dos machos para producir una camada, incrementando la diversidad
genética y el flujo génico dentro de las poblaciones y reduce la endogamia. La
paternidad multiple ha sido estudiada de manera directa con observaciones o
indirectamente con marcadores moleculares (isoenzimas, AFLPs y microsatélites)
incluso, se han realizado estudios utilizando ambos criterios, nombrandolos en
este trabajo, estudios mixtos. Los objetivos de esta tesina fueron: 1) revisar la
bibliografia de los estudios de paternidad mdultiple en: peces, anfibios, reptiles,
aves y mamiferos. Il) identificar el grupo de vertebrados con méas estudios de
paternidad mudltiple, 1ll) determinar el marcador molecular mas adecuado para
inferir paternidad mdaltiple con base en la revision de estudios y IV) comparar los
programas estadisticos utilizados en los analisis de paternidad mdaltiple en
vertebrados. Se revisaron 82 manuscritos cientificos del tema de paternidad
multiple en vertebrados con el servidor Direccibn General de Bibliotecas de la
Universidad Nacional Autonoma de México (DGB-UNAM), consecutivamente con
los estudios indirectos y mixtos se determinaron los marcadores moleculares y los
programas estadisticos utilizados para inferir paternidad multiple. Se encontr6 que
los microsatélites son los marcadores moleculares adecuados para inferir
paternidad multiple por su alto polimorfismo, codominancia y por estar en el ADN
nuclear de vertebrados. Debido a que los resultados obtenidos a partir de los
marcadores moleculares se interpretan de forma manual (con el tamafio de los
alelos) y con programas estadisticos (Cervus, Gerud, Colony, Parentage, Kinship,
Pedrigree y Papa), en este trabajo se encontr6 que Cervus es el programa
estadistico de acceso libre y facil uso que permite realizar un analisis de
parentesco apropiado, debido a que el programa asigna la paternidad con 95% de
confiabilidad.



Introduccién

La paternidad multiple es el resultado de la inseminaciéon de una hembra por al
menos dos machos para producir una sola camada (Sugg y Chesser, 1994;
Chesser y Baker, 1996; Baker et al., 1999). La paternidad multiple incrementa el
tamafo efectivo de la poblacién (Sugg y Chesser, 1994; Chesser y Baker, 1996;
Baker et al., 1999; Burton, 2002), también incrementa la diversidad genética entre
la descendencia (Anderson, 1994; Birkhead y Moller, 1998; Roberts et al., 1999;
Uller y Olsson, 2005; Hain y Neff, 2007; Uller y Olsson, 2008; Muniz et al., 2011),
el flujo génico dentro y entre las poblaciones (Kelly et al., 1999; Neff et al., 2008);
por lo que se considera que reduce la endogamia entre las poblaciones (Stockley
et al.,, 1993; Paczolt et al., 2014). Por lo tanto, la presencia y frecuencia de
paternidad multiple influye sobre la intensidad de la seleccion sexual y de la
competencia espermatica (Reynolds, 1996; Birkhead y Moller, 1998; Burton, 2002)
y eventualmente en la evolucién de los linajes (Wusterbarth et al., 2010).

La seleccion sexual tiene dos mecanismos reconocidos: la competencia para
obtener pareja y la eleccion de pareja (Darwin, 1859; Campbell y Reece, 2007;
Ruse, 2008; Contreras-Gardufio et al., 2009). Estos mecanismos implican que los
individuos invierten desde el punto de vista energético, en la competencia para
obtener pareja los machos desarrollan ornamentas, cuernos, plumajes llamativos,
danzas, incluso hay peleas entre ellos para ganar territorio o alimento con la
finalidad de atraer a las hembras (Campbell y Reece, 2007; Contreras-Gardufio et
al., 2009); en la eleccion de pareja, generalmente la hembra invierte en el cuidado,
proteccion y desarrollo de las crias (Campbell y Reece, 2007; Ruse, 2008). Estas
modificaciones morfolégicas y conductuales que han desarrollado los organismos
a partir de los mecanismos de seleccion sexual han generado patrones
especificos de reproduccidon como los sistemas de apareamiento (Myers y
Zamudio, 2004).

El sistema de apareamiento se define como, el conjunto de estrategias e
interacciones sociales que llevan a cabo los individuos con el fin de aumentar la

adecuacion (Trivers, 1972; Carranza, 1994: Krebs y Davies, 1997; Paczolt et al.,
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2014). La adecuacion se define como el conjunto de caracteristicas adaptativas de
un organismo a su ambiente (Rosenberg, 1978; Fraume, 2006, Ginnobili, 2013).
La adecuacion es calculada por el éxito reproductivo de los individuos (Myers y
Zamudio, 2004). El éxito reproductivo se define como el paso de genes a la
siguiente generacion de tal manera que los descendientes también hereden esos
genes a la proxima generacion (Trivers, 1972; Clutton-Brock, 1990; Roff, 1992;
Stearns, 1992; Myers y Zamudio, 2004). Los sistemas de apareamiento son
clasificados en promiscuidad, monogamia y poligamia (Triver, 1972; Mora-
Benavides, 2000; Paczolt et al., 2014).

La promiscuidad se define como la copula aleatoria de machos y hembras de una
poblacién en un evento reproductivo (Clutton-Brock, 1990; Sanz, 2002; Price et al.,
2014), la promiscuidad es una mezcla entre poliginia y poliandria porque parte del
supuesto de que cada individuo tiene igual probabilidad de aparearse con
cualquier otro individuo de la poblacion (Moller, 1986; Altamirano-Trejo et al.,
2013). La promiscuidad sucede principalmente con fecundacion externa (Sanz,
2002) debido a que los individuos forman grupos para la reproduccion y proteccion
de las crias, por ejemplo el pez turquesa de Malawii (Protomelas spilopterus;
Coleman y Jones, 2011) y la rana verde de ojos rojos (Agalychnis callidryas) y la
rana arboricola de ojos negros (A. moreletii; Briggs, 2008). Sin embargo, la
promiscuidad también se registra en organismos con fecundacion interna, por
ejemplo en primates como el mono capuchino (Cebus capucinus), cualquier
macho de la poblacién copula con cualquier hembra receptiva (Garber et al.,
2009); las ventajas de la promiscuidad son a nivel poblacional, ya que aumenta la
probabilidad de supervivencia de la descendencia y el tamafio poblacional
(Stacey, 1982; Price et al., 2014). En cambio, en la monogamia y la poligamia los

beneficios son evidentes a nivel individuo (Sanz, 2002).

La monogamia social se define como la copula de una macho con una hembra
durante una estacion reproductiva o para toda la vida (Carranza, 1994; Carranza,
2002; Mathews, 2002; Liebgold et al., 2006), por lo tanto la formacion de parejas

puede ser temporal o permanente. La monogamia sucede cuando las condiciones



ecoldgicas no permiten que el macho monopolice los recursos, las proporciones
sexuales son similares 1:1 y las oportunidades de supervivencia de las crias
aumentan con el cuidado biparental (Moller; 1986; Mora-Benavides, 2000; Baker
et al.,, 2004, Chapple y Keogh, 2005). El cuidado biparental de las crias es
ventajoso, mientras el padre cuida el nido, la madre consigue alimento, porque la
supervivencia de las crias depende del alimento suministrado (Moller, 1986;
Carranza, 1994; Sanz, 2002; Paczolt et al., 2014). En cambio, las desventajas de
la monogamia son la inversion de tiempo y energia que realizan los padres en
alimentar y asegurar el desarrollo de las crias, evitando que esa energia sea
destinada a la produccion de nueva progenie (Paczolt et al., 2014). Por tanto,
cuando los recursos son abundantes, uno de los padres o incluso ambos
disminuyen el esfuerzo para cuidar a las crias, porque aumenta la probabilidad de
supervivencia de la descendencia y disminuyen los riesgos de depredacion (Sanz,
2002; Garcia-Navas et al., 2014), ocasionando que el sexo que invierta menos en
la crianza compita por parejas, mientras que el sexo que mas invierta sera

selectivo en la aceptacion de parejas (Trivers, 1972; Gabelli y Muzio, 2014).

En cambio, la poligamia se define como el establecimiento de relaciones
simultdneas por parte de un macho o una hembra con mas de un individuo del
sexo opuesto (Trivers, 1972; Clutton-Brock, 1991; Sanz, 2002). La poligamia
sucede cuando la disponibilidad de recursos es heterogénea, generando que los
individuos defiendan zonas o parches con mejores recursos, afectando el proceso
de eleccion de pareja. La calidad de recursos como el alimento, la disponibilidad
de individuos del sexo opuesto, los lugares apropiados para la reproducciéon y/o
crianza como nidos o madrigueras, determinan el nUmero de apareamientos que
el sexo monopolizador puede tener (Moller y Thornhill, 1998; Mora-Benavides,
2000; Carranza, 2002; Gabelli y Muzio, 2014; Garcia-Navas, 2014). La poligamia
se divide en dos sistemas de apareamiento: la poliginia y la poliandria (Mora-
Benavides, 2000; Paczolt et al., 2014).

La poliginia es cuando el macho copula simultdneamente con varias hembras

durante una temporada reproductiva (Clutton-Brock, 1991; Mora-Benavides, 2000;



Gabelli y Muzio, 2014; Price et al.,, 2014). En la poliginia los machos han
desarrollado diferentes estrategias para monopolizar y atraer a las hembras, como
la defensa de recursos; los machos aprovechan la visita de las hembras a las
areas ricas en alimento para aparearse con ellas (Panthera leo; Funston et al.,
2003), otra estrategia es cuando los machos defienden el territorio o el nido, como
las codornices (Cortunix cortunix; Rodriguez-Teijeiro et al., 2003) o las
madrigueras del vison (Mustela vison; Yamaguchi et al., 2004). Los beneficios de
la poliginia son evidentes para los machos dominantes al tener apareamientos
multiples (Chen et al., 2011), asegurando que los genes pasen a la siguiente
generacion (Gabelli y Muzio, 2014). Las desventajas en la poliginia son mayores
para las hembras, ya que ellas son las encargadas del cuidado parental,
disminuyendo la posibilidad de conseguir mas copulas, al tener que invertir en sus
crias hasta que estas puedan sobrevivir por cuenta propia (Krebs y Davies, 1997;
Kupfer et al., 2008; Chen et al., 2011; Ringler et al., 2015).

En cambio, la poliandria se define como el sistema de apareamiento en el que una
hembra copula con varios machos (Clutton-Brock, 1990; Carranza, 2002; Sanz,
2002; Price et al., 2014). Por lo que los machos desarrollaron diferentes conductas
para atraer a las hembras como agitar las alas, acicalarse (Hypsignatus
monstrosus; Balmori, 1999), peleas entre machos (Gadus morhua; Bekkevold et
al., 2002) o carreras entre ellos (Otis tarda; Alonso et al., 2010) En la poliandria es
comun que los machos cuiden a las crias, por ejemplo en Protomelas spilopterus,
los machos cargan los huevos en la cavidad bucal (Kellog et al., 1998). Las
ventajas en la poliandria son evidentes para la hembra, al no ser ella la que
invierte tiempo y energia en el cuidado parental, permitiendo que la hembra tenga
apareamientos multiples (Sanz, 2002; Kupfer et al., 2008). En cambio, las
desventajas en la poliandria son evidentes en los machos, ellos invierten en el
cuidado parental para asegurar la descendencia (Fukuyama, 1991; Sanz, 2002;
Kupfer et al., 2008; Croston y Hauber, 2010; Chen et al., 2011). Dentro de la
poliandria esta la paternidad multiple como sistema de apareamiento; los
beneficios de la paternidad multiple son para las hembras y estas ventajas son
principalmente a nivel genético; el oOvulo tiene méas probabilidades de ser
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fertilizado, ademas de un incremento en la calidad de los espermatozoides por la
competencia espermatica, aumentando la posibilidad de que la descendencia
tenga los mejores genes y evita la endogamia (Pearse y Avise, 2001; Coleman y
Jones, 2011).

La paternidad multiple ha sido estudiada directamente con observaciones (Byrne y
Roberts, 1999; Keogh et al., 2013) o indirectamente con marcadores moleculares
(Bekkevold et al., 2002; Laloi et al., 2004; Liebgold et al., 2006). Sin embargo, hay
trabajos de paternidad mdultiple realizados de forma directa e indirecta, en esta
tesina se le denomind a esos trabajos como estudios mixtos (Clark et al., 2014;
Sandberg-Loua et al., 2016). En el campo de la ecologia molecular, los analisis de
paternidad multiple tienen un rol central en los estudios de diversidad ecoldgica y
temas evolutivos como la seleccion sexual (Yezerinac et al., 1995; Jones et al.,
2010), los patrones reproductivos (Badii et al., 2013), el cuidado parental, la
migracion y demografia (Moller, 1998; Coleman y Jones, 2011).

Objetivos
Objetivo general

Revisar la bibliografia sobre los estudios realizados en el tema de paternidad

multiple en vertebrados.
Objetivos particulares

l. Identificar el grupo de vertebrados més estudiado en el tema de
paternidad multiple.
Il. Determinar el marcador molecular mas utilizado para inferir
paternidad multiple con base en la revision de estudios.
Il Comparar los programas estadisticos utilizados en los analisis de
paternidad multiple en vertebrados.
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Métodos

Se realiz6 una revision total de 82 estudios de paternidad multiple en vertebrados
(Figura 1) con el servidor Direccion General de Bibliotecas de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (DGB-UNAM), el criterio utilizado para delimitar la
busqueda de estudios de paternidad multiple en vertebrados fue: articulos
cientificos con el tema, multiple paternity in fishes, amphibian, reptiles, birds,
mammals. Con base en la revision de estudios indirectos y mixtos se determinaron
los marcadores moleculares utilizados para inferir paternidad mdaltiple, con el
servidor DGB, UNAM se realizé una busqueda de informacién de los marcadores
moleculares utilizados en estudios de paternidad multiple en vertebrados. La
seleccion de los programas estadisticos se determind durante la revision de los

estudios indirectos y mixtos de paternidad multiple en vertebrados.
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Resultados
1. Revisiéon de estudios sobre paternidad multiple en vertebrados.

El primer estudio directo de paternidad multiple en vertebrados fue realizado en la
década de 1970 la rana verde de ojos rojos y la arboricola gigante mexicana
(Agalychnis callidryas y. A. dacnicolor respectivamente; Pyburn, 1970),
posteriormente en la década de 1980 fueron publicados los primeros estudios
mixtos en la serpiente real comun (Lampropeltis getulus, Zweifel y Dessauer,
1983), en el pajaro azul del este (Sialia sialis, Gowaty y Karlin, 1984), en el pajaro
charlatan (Dolichonyx oryzivorus, Gavin y Bollinger, 1985) y en anade real (Anas
platyrhynchos, Evarts y Williams, 1987), a finales de 1980 se publico el primer
estudio indirecto de paternidad multiple en la culebra de jarretera (Thamnophis
sirtalis; Shwartz et al., 1989). En la siguiente seccidén se presentan 82 estudios de
paternidad multiple revisados en esta tesina para cada grupo de vertebrados
(Figura 1). Por grupos taxondmicos en este documento se presentan 13 estudios
de paternidad mudltiple realizados en peces (7 estudios indirectos y 6 estudios
mixtos), 18 estudios realizados en anfibios (8 estudios directos, 3 estudios
indirectos y 7 estudios mixtos), 34 estudios realizados en reptiles (1 estudio
directo, 21 estudios indirectos y 12 estudios mixtos), 10 estudios en aves (2
estudios directos, 2 estudios indirectos y 6 estudios mixtos) y 7 estudios de

mamiferos (7 estudios directos).

Estudios de paternidad multiple en vertebrados

25 -+
3 _
g = .
CD 10 - = # Directos
T g = I Mixtos
o =
GEJ 0 - = = Indirectos
R 5 o ) ) )
2 Q}'Q/ "6\0 i}\% < ‘Q}O
Q & R N
Vel & @rz,

Figura 1. Namero de estudios de paternidad multiple en cinco grupos de vertebrados, 11
estudios directos, 40 estudios indirectos y 31 estudios mixtos.
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Peces

Los patrones de apareamiento, el éxito reproductivo y los estudios de paternidad
multiple en peces son poco conocidos Yy dificiles de realizar debido al ambiente
acuatico en el que habita este grupo de vertebrados (Bekkevold et al., 2002; Sefc
et al., 2008). Los primeros estudios de paternidad mdultiple que se realizaron en
este grupo de vertebrados fueron en el pez turquesa de Malawi (Protomelas
spilopterus; Kellog et al., 1998) y el pez mosquito occidental (Gambusia holbrooki;
Zane et al., 1999) (Tabla 1). Posteriormente, los estudios de paternidad multiple en
peces se realizaron es especies de importancia econdmica encontradas en
criaderos como el bacalao (Gadus morhua; Bekkevold et al., 2002) y el salmén
(Brycon orbignyanus; Lopera-Barrero et al.,, 2010), los estudios de especies en
cautiverio propiciaron el desarrollo de experimentos, los organismos se expusieron
a situaciones de estrés (Bekkevold et al., 2002; Lopera-Barrero et al., 2010),
determinando que la diferencia en la talla de los machos causa agresividad entre

ellos, provocando peleas para conseguir apareamientos (Riesch et al., 2006).

La talla del macho es importante en la competencia intrasexual e intersexual para
la eleccion de pareja (Anderson, 1994; Riesch et al., 2006), es aceptada como
factor de prediccion de éxito reproductivo, incluso afecta indirectamente la
adecuacion (Fisher et al., 2006). Es comun que existan machos con mas eventos
reproductivos favorables, causando copulas forzadas por parte de los machos con
pocos apareamientos, las copulas forzadas generan competencia espermatica y
paternidad mudltiple (Deaton, 2007; Neff et al., 2008). Ejemplos de copulas
forzadas son el pez mosquito (Gambusia affinis; Deaton, 2007), el pez guppy
(Poecilia reticulata; Neff et al., 2008) y el pez arawana plateada (Osteoglossum
bicirrhosum; Tovar-Verba, 2014).

En ocasiones las especies de un mismo género o pertenecientes a una familia
tienen los mismos comportamientos reproductivos, principalmente porque las

presiones de seleccion a las que se exponen los organismos son similares (Sefc et
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Tabla 1. Resumen de articulos revisados sobre paternidad multiple en el grupo de peces. El acomodo de la informacion fue de
acuerdo al método utilizado para determinar paternidad multiple, el nimero de loci mostrados en la tabla son de microsatélites,
namero de camadas estudiadas por especie, porcentaje de paternidad multiple determinado en los estudios, promedio de machos
que contribuyeron a la descendencia por camada y los autores del estudio.

Especie Numero de loci NuUmero de Porcentaje de Promedio de machos por Referencias
camadas paternidad multiple camada
(%)

Método indirecto

Gambusia 3 25 98 2-5 Zane et al., 1999
holbrooki

Gadus morhua 3 50 80 2-4 Bekkevold et al., 2002
Poecilia reticulata 8 22 95 2-6 Hain y Neff, 2007
Variabilichromis 6 10 50 2-6 Sefc et al., 2008
moorii

Poecilia latipinna 8 40 70 3-5 Girndt et al., 2012
Xiphophorus 4 31 84 2-5 Paczolt et al., 2014
birchmanni

Sebastes maliger 14 25 98 2-5 Gray et al., 2015
Método mixto

Protomelas 6 6 50 1-6 Kellog et al., 1998
spilopterus

Gambusia affinis 7 27 70 67 Deaton, 2007

Poecilia reticulata 3 101 98 2-7 Neff et al., 2008
Leuresthes tenuis 4 17 88 2-9 Byrne y Avise, 2009
Brycon 5 44 38 8 Lopera-Barrero et al.,
orbignyanus 2010

Osteoglossum 8 14 21 2 Tovar-Verba et al.,

bivirrhosum

2014
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al., 2008), como las familias Poecilidae y Cichlidae. Las hembras de la familia
Poecilidae, pueden almacenar el esperma, ellas tienen apareamientos multiples y
fecundacion interna, lo que es una forma de cuidado parental (Evans y Schlupp,
2011). Dichas caracteristicas las presentan el pez molly velero (Poecilia latipinna;
Girndt et al., 2012) y el pez guppy (Poecilia reticulata; Hain y Neff, 2007; Neff et
al., 2008). Sin embargo, en P. reticulata la presencia de paternidad mdultiple
también es asociada a las copulas forzadas y a la depredacion, debido a que en
poblaciones con mas depredacion la reproduccién es primordial para los
organismos (Neff et al., 2008). La familia Cichlidae tiene cuidado uniparental y
biparental (Goodwin et al., 1998), aun asi en el pez turquesa de Malawi
(Protomelas spilopterus; Kellog et al.,, 1998) y el pez africano del este
(Variabilichromis moorii; Sefc et al.,, 2008) hay paternidad multiple debido a la
depredacion y también porque durante la reproduccién el macho al expulsar sus
gametos al agua, fertiliza los huevos de los nidos adyacentes ocasionando
paternidad multiple (Sefc et al., 2008). Por lo que la fecundacidén externa causa
paternidad mdultiple como en el pejerrey californiano (Leuresthes tenuis; Byrne y
Avise, 2009) y el pez arawana plateada (Osteoglossum bicirrhosum; Tovar-Verba,
2014).

Anfibios

En el grupo de anfibios la duraciéon de la temporada reproductiva es un factor
importante de la poliandria y la paternidad multiple, ya que entre mas larga es la
temporada de reproduccion las hembras pueden elegir y monopolizar mas machos
(Byrne y Roberts, 2004; Liebgold et al., 2006;). Los anfibios se clasifican en: el
Orden Gymnophiona (cecilias), el Orden Caudata (salamandras) y el Orden Anura
(ranas y sapos), los anfibios tienen fertilizacion interna y externa, lo que favorece
el estudio de los comportamientos reproductivos que dan pie a la existencia de la

paternidad multiple (Hudson y Fu, 2013; Sandberg-Loua et al., 2016)

El Orden Gymnophiona tiene pocos estudios sobre reproduccion, cuidado parental
y paternidad mdultiple principalmente porque son organismos fosoriales y con
fertilizacion interna, lo cual dificulta su estudio (Kupfer et al., 2008). Sin embargo,
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en la cecilia africana (Boulengerula taitanus; Kupfer et al., 2008) se documenté
paternidad mdultiple (Tabla 2), debido a que las crias son cuidadas por los
individuos jovenes de la poblacion, la hembra puede tener apareamientos
multiples al no invertir tiempo y energia en el cuidado parental (Mora-Benavides,
2000; Kupfer et al., 2008).

En cambio, en el Orden Caudata se documentd que la paternidad mdltiple se
explica por el comportamiento social de los organismos, la reproduccién en grupos
grandes puede causar la contribucién de varios machos a una camada (Myers y
Zamudio, 2004), como en la salamandra moteada (Ambystoma maculatum;
Tennessen y Zamudio, 2003), en la salamandra Ocoee (Desmognathus ocoee;
Adams et al., 2005) y en la salamandra de dorso rojo (Plethodon cinereus;
Liebgold et al., 2006), en estas salamandras hay paternidad multiple porque los
machos expulsan los espermatédforos al agua al mismo tiempo, lo que causa que
se mezclen los espermatoforos en el medio acuético ocasionando que las
hembras tomen espermatéforos de diferentes machos (Tennessen y Zamudio,
2003; Myers y Zamudio, 2004). Este comportamiento reproductivo incrementa la
probabilidad de que los huevos fertilizados tengan mejor calidad, aungque no todos
los machos tienen igual posibilidad de contribuir a los nidos, hay un sesgo
reproductivo en el que existe un macho dominante, el cual contribuye en mayor
cantidad a la descendencia. La dominancia del macho ha sido relacionada con el
tiempo de llegada de los machos al sitio de reproduccion (Jennions et al., 1992), el
macho dominante fue el primero en llegar al sitio, para defender el territorio y
esperar a la hembra (Tennessen y Zamudio, 2003).

En el Orden Anura la paternidad multiple ha sido estudiada en varias familias
(Centrolenidae, Megophrydae, Myobatrachidae, Phyllomedusidae Ranidae,
Rhacophoridae), las especies de estas familias tienen fertilizacion externa (Kasuya
et al., 1996; Byrne y Roberts, 2004; Ayres, 2008), permitiendo realizar estudios de
paternidad multiple de forma directa (Pyburn, 1970; Fukuyama, 1991; Ayres, 2008)

(Tabla 2), ha sido documentado que durante el abrazo nupcial (el macho estimula
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Tabla 2. Resumen de articulos revisados sobre paternidad mdaltiple en el grupo de anfibios. El acomodo de la informacion fue de
acuerdo al método utilizado para determinar paternidad multiple, el nimero de loci mostrados en la tabla son de microsatélites,
namero de camadas estudiadas por especie, porcentaje de paternidad multiple determinado en los estudios, promedio de machos
que contribuyeron a la descendencia por camada y los autores del estudio.

Especie Numero de Numero de Porcentaje de Promedio de machos Referencias
loci camadas paternidad multiple (%) por camada

Método directo

Phylomedusa callidryas y P. 0 16 50 2-3 Pyburn, 1970

dacnicolor

Rhacophorus schlegelii 0 15 44.4 2-3 Fukuyama, 1991

Chiromantis xerampelina 0 37 66 2-3 Jenions et al.,
1992

Crinia georgiana 0 19 90-95 2-5 Byrne y Roberts,
1999

Rhacophorus arboreus 0 70 50 2-3 Kasuya et al.,
1996

Crinia georgiana 0 22 70 2-3 Byrne y Roberts,
2004

Rana iberica 0 10 99 2-3 Ayres, 2008

Chiromantis xerampelina 0 15 60 2-3 Byrne y Whiting,
2008

Método indirecto

Desmognathus ocoee 3 28 96 2-3 Adams et al.,
2005

Plethodon cinereus 4 13 85 2-3 Liebogold et al.,
2006

Leptobrachium boringii 7 7 80 3 Hudson y Fu,
2013

Método mixto

Crinia georgiana 2* 22 90 3 Roberts et al.,
1999

Ambystoma maculatum 4 26 50 2-3 Tannessen y

Zamudio, 2003
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Ambystoma maculatum 10 7 98 2-3 Myers y
Zamudio, 2004

Boulengerula taitanus 2% 6 17 2 Kupfer et al,
2008

Kurixalus eiffingeri 5 31 96 4-9 Chen et al.,
2011.

Hyalinobatrachium valerioi 3 124 96 30 Mangold et al.,
2015

Nymbaphrynoides 8 12 70 2 Sandberg-Loua

occidentalis et al., 2016

*El analisis de paternidad fue realizado con isoenzimas.
**E| andlisis de paternidad fue realizado con AFLPs
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a la hembra para expulsar los huevos) dos o tres machos fertilizan los huevos
expulsados por una hembra, como en la rana verde de o0jos rojos y la rana
arboricola gigante mexicana (Agalychnis callidryas y. A. dacnicolor
respectivamente; Pyburn, 1970), en la rana voladora japonesa (Rhacophorus
schlegelii; Fukuyama, 1991) y en la rana patilarga (Rana ibérica; Ayres, 2008).
También los estudios directos determinaron que la paternidad multiple en anfibios
es ocasionada por las copulas forzadas, como en la rana que grazna (Crinia
georgiana; Byrne y Roberts, 2004), en la rana arboricola china (Kurixalus eiffingeri;
Chen et al., 2011) y el sapo con bigotes (Leptobrachium boringii; Hudson y Fu,
2013), los machos cantan (macho dominante) para atraer a las hembras, en el
sitio de canto un macho satélite (aquellos que pasan desapercibidos por los
machos dominantes, ya sea por su conducta o por su similitud con las hembras)
atrapa a la hembra, cuando ella busca al macho dominante y la obliga a la copula
(Kasuya et al., 1996; Byrne y Roberts, 2004). Por otro lado, la presencia de
machos oportunistas también causa paternidad mdltiple, ya que ha sido
documentado que los machos oportunistas expulsan sus gametos en nidos de
espuma de otros machos como en la rana arboricola gris (Chiromantis
xerampelina; Jenions et al., 1992), aunque el macho que construyé el nido de
espuma fertiliza aproximadamente el 80% de los huevos (Byrne y Whiting, 2008).
Sin embargo, los machos maximizan el éxito reproductivo al ser oportunistas y

compartir apareamientos (Roberts et al., 1999; Sandberg-Loua et al., 2016).

Reptiles

Los reptiles se clasifican en: Orden Crocodilia (cocodrilos y caimanes), Orden
Testudines (tortugas) y Orden Squamata (lagartos y serpientes), el ultimo Orden
es el grupo mas diverso de reptiles por sus variadas caracteristicas morfolégicas
(Canseco-Marquez y Gutiérrez-Mayeén, 2010). Los reptiles tienen como sistema de
apareamiento la poligamia porque el cuidado parental es limitado o no existe
(Chapple y Keogh, 2005; Uller y Olsson, 2008). Los sistemas de apareamiento de
reptiles son caracterizados por la dominancia social y la estructura espacial
(Moore et al., 2008). Durante la revision de estudios en el grupo de reptiles se
encontré una generalizacion sobre la condicion en las hembras a almacenar
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esperma (Chapple y Keogh, 2005; Moore et al., 2008), ocasionando que en los
estudios de comportamiento reproductivo detecten altas frecuencias de paternidad
multiple (Davis et al., 2001; Chapple y Keogh, 2005).

En el Orden Crocodilia unicamente se han realizado estudios indirectos de
paternidad mudltiple (Tabla 3) porque es dificil una clara observacion de los
organismos debido a que habitan en pantanos (Lang, 1989; Davis et al., 2001).
Los cocodrilos son organismos territoriales y agresivos con el fin de obtener
acceso a los apareamientos y recursos (Davis et al., 2001), adn con la presencia
de un macho dominante en estos reptiles hay paternidad multiple como en el
aligator americano (Alligator mississippiensis; Magnusson et al., 1989; Lance et
al., 2009), el aligator chino (Alligator sinensis; Hu y Wu, 2010), el cocodrilo
mexicano (Crocodylus moreletii; McVay et al.,, 2008), en el caiman negro
(Melanosuchus niger, Muniz et al., 2011) y el cocodrilo del Orinoco (C.
intermedius; Rossi-Laferriere et al., 2016). La paternidad multiple en especies de
caimanes y cocodrilos es influenciada por factores como la densidad de los
individuos sexualmente maduros, las tasas de encuentro entre parejas y el periodo
fértil de los individuos (McVay et al., 2008; Hu y Wu, 2010; Rossi-Laferriere et al.,
2016).

En el Orden Testudines la paternidad multiple ha sido estudiada con fines de
conservacion (Bollmer et al., 1999; Theissinger et al., 2009; Joseph y Shaw, 2011),
principalmente en tortugas marinas (Tabla 3). Los estudios de paternidad multiple
directos pueden variar con los resultados de los estudios indirectos (Fitzsimmons,
1998), como en los estudios de la tortuga verde (Chelonia mydas; Fitzsimmons,
1998; Alfaro-Nufiez et al., 2015), la tortuga boba (Caretta caretta; Bollmer et al.,
1999) y la tortuga carey (Eretmochelys imbricata; Joseph y Shaw, 2011), estas
diferencias en los resultados del método directo y método indirecto es debido a la
fuerte competencia espermatica que hay en las poblaciones (Theissinger et al.,
2009). Sin embargo, los machos dominantes en las poblaciones generan baja
presencia de paternidad multiple (Alfaro-Nufiez et al., 2015), como en la tortuga

plana (Natator depressus; Theissinger et al., 2009).
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Los estudios de paternidad multiple en el Orden Squamata, Suborden Lacertilia
han sido realizados principalmente con fines de conservacion como en el tuatara
(Sphenodon punctatus; Moore et al., 2008), con el fin de aumentar el tamafo
efectivo de la poblacion y evitar la pérdida de diversidad genética (Moore et al.,
2008). Al estudiar la paternidad multiple en S. punctatus, se determind mayor
frecuencia de paternidad multiple en la poblacién en cautiverio comparada con una
poblacion natural, debido a que hay mas encuentros reproductivos en los
organismos de se encuentran en cautiverio (Moore et al., 2009). La paternidad
multiple es consecuencia de la organizacion espacial de los individuos y la
distribucion de los recursos como en la lagartija espinosa rayada (Sceloporus
virgatus; Abell, 1997), el eslizén de montafia (Pseudemoia entrecasteauxii; Stapley
et al., 2003), el eslizén blanco (Egernia whitii; Chapple y Keogh, 2005), la anolis de
las Bahamas (Anolis sagrei; Calsbeek et al., 2007) y el eslizén acuético del este
(Eulamprus quoyii; Noble et al., 2013), debido a que las hembras copulan con los
machos mas cercanos a ellas (Abell, 1997; Keogh et al., 2013). La monopolizacion
de recursos causan copulas forzadas y paternidad multiple (Laloi et al., 2004), ya
gue los machos del eslizon de agua templada (Eulamprus heatwolei, Morrison et
al., 2002) copulan con las hembras para tener acceso a los recursos que ellas
monopolizan (Morrison et al., 2002) y en la lagartija de turbera (Lacerta vivipara;
Fitze et al., 2005) las hembras son obligadas a copular para tener acceso a los
recursos que los machos monopolizan (Fitze et al., 2005). La paternidad multiple
también es consecuencia de la temperatura ambiental, ya que a mayor
temperatura, la temporada reproductiva es mas larga permitiendo a las hembras
tener apareamientos multiples (Sinervo et al., 2010; Olsson et al., 2011), como en

el lagarto agil (Lacerta agilis; Olsson et al., 2011).

En el Orden Squamata, Suborden Serpentes los estudios mixtos fueron los
primeros trabajos realizados en serpientes, como en la serpiente real comun
(Lampropeltis getula; Zweifel y Dessauer, 1983) y la serpiente de agua del norte
(Nerodia sipedon; Barry et al., 1992). En serpientes, la paternidad multiple ha sido
poco estudiada, debido a que se infiere esta estrategia reproductiva porque las

serpientes son organismos con tendencias a formar grupos reproductivos y tener
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Tabla 3. Resumen de articulos revisados sobre paternidad mdaltiple en el grupo de reptiles. El acomodo de la informacion fue de
acuerdo al método utilizado para determinar paternidad multiple, el nimero de loci mostrados en la tabla son de microsatélites,
namero de camadas estudiadas por especie, porcentaje de paternidad multiple determinado en los estudios, promedio de machos
que contribuyeron a la descendencia por camada y los autores del estudio.

Especie Numero de Numero de Porcentaje de Promedio de Referencias
loci camadas paternidad multiple machos por
(%) camada

Método directo

Eulamprus heatwolei 0 26 73 3 Keogh et al., 2013

Método indirecto

Melanosuchus niger 6 6 100 2-6 Muniz et al., 2011

Crocodylus intermedius 17 20 50 3 Rossi-Lafferriere
et al., 2016

Chelonia mydas 5 13 99 3 Fitzsimmons, 1998

Caretta caretta 2 26 98 2-3 Bollmer et al.,
1999

Natator depressus 4 14 96 2.4 Theissinger et al.,
2009

Eretmochelys imbricata 4 12 25 2 Joseph y Shaw,
2011

Chelonia mydas 4 12 92 2-5 Alfaro-Nufiez et
al., 2015

Sceloporus virgatus 2 17 93 2-5 Abell, 1997

Eulamprus heatwolei 6 17 82.4 2-4 Morrison et al.,
2002

Pseudemoia entrecasteauxii 15 36 57 2-4 Stapley et al.,
2003

Lacerta vivipara 6 30 66.2 2-3 Laloi et al., 2004

Anolis sagrei 8 63 80.7 2-3 Calssbeek et al.,
2007

Eulamprus quoyii 6 42 65 2-4 Noble et al., 2013

Thamnophis sirtalis 4* 32 55 3 Schwartz et al.,

1989
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Thamnophis sirtalis
Thamnophis sirtalis
Thamnophis elegans

Enhydris enhydris y E. subtaeniata
Vipera berus

Storeria occipitomaculata, S. dekayi,
Thamnophis radix, T. sauritus Nerodia
rhombifer y Regina septemvittata
Lachesis muta muta

Método mixto

Alligator mississippiensis
Crocodylus moreletii
Alligator mississipiensis
Alligator sinensis
Lacerta vivipara

Egernia whitii

Sphenodon punctatus
Sphenodon punctatus
Lacerta agilis

Lampropeltis getula

Nerodia sipedon
Crotalus atrox

13
13

roaBowm

[N
N~~~

2*

7*
27

12

18
15

40

22
13
10
18
12
60

16

21

26
6

14
24

72

50

50

65
50

90

70

31.8
69.2
67
51
57.1
46.4

50
8.3
60
99

21.4
50

2-4
2-3

McCraken et al.,
1999

Trenton et al.,
2002

Garner y Larsen,
2005

Voris et al., 2008
Ursenbacher et al.,
2009

Wousterbarth et al.,
2010

Pozarowski et al.,
2013

Davis et al., 2001
McVay et al., 2008
Lance et al., 2009
Huy Wu, 2010
Fitze et al., 2005
Chapple y Keogh,
2005

Moore et al., 2008
Moore et al., 2009
Olsson et al.,
2011

Zweifel y
Dessauer, 1983
Barry et al., 1992
Clark et al., 2014

*El analisis de paternidad fue realizado con isoenzimas como marcador molecular.
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apareamientos multiples (Barry et al., 1992; Pozarowski et al., 2013; Clark et al.,
2014), incluso ha sido generalizado que las especies que pertenecen a un mismo
género o a una familia tienen las mismas estrategias reproductivas (Wusterbarth et
al., 2010); por ejemplo, la culebra rayada (Thamnophis sirtalis; McCraken et al.,
1999) ha sido estudiada en varias ocasiones y con diferentes marcadores
moleculares (Tabla 3), confirmando siempre paternidad multiple, al igual que en la
culebra listonada elegante (T. elegans; Garner y Larsen, 2005). También ha sido
generalizado que las hembras pueden almacenar esperma (Schwartz et al., 1989;
Barry et al., 1992; Garner y Larsen, 2005; Clark et al., 2014), debido a que las
serpientes no son organismos sociales y los encuentros reproductivos son
esporadicos, los ciclos reproductivos son anuales, bienales o trianuales
(Ursenbacher et al., 2009), al estudiar y comparar las poblaciones naturales con
las poblaciones en cautiverio en la serpiente acuatica arcoiris (Enhydris enhydris;
Voris et al., 2008), la serpiente acuatica rayada (E. subtaeniata; Voris et al., 2008),
la vibora europea (Vipera berus; Ursenbacher et al., 2009) y la serpiente de
cascabel muda (Lachesis muta muta; Pozarowski et al., 2013), se confirmé
paternidad multiple aunque los encuentros reproductivos fueron escasos en

poblaciones naturales (Voris et al., 2008).

Aves

En aves han sido realizados estudios directos de paternidad multiple,
principalmente porque se han documentado copulas extra-pareja en estudios
etoldgicos (Gavin y Bollinger, 1985; Birkhead y Moller, 1995; Heer, 1996;
Kempenaers et al., 1997; Rodriguez-Tejeiro et al., 2003). En este grupo de
vertebrados es comun el cuidado paterno como estrategia reproductiva de los
machos para asegurar la adecuacion (Birkhead y Moller, 1995; Heer, 1996;
Rodriguez-Teijeiro et al., 2003), ya que las hembras aprovechan el cuidado
paterno para tener apareamientos multiples (Gavin y Bollinger, 1985; Birkhead y
Moller, 1995; Rodriguez-Teijeiro et al., 2003), como en el azulejo de garganta
canela (Sialia sialis; Gowaty y Karlin, 1984), el pajaro charlatan (Dolichonyx

oryzivorus; Gaviny Bollinger, 1985) y la codorniz (Coturnix coturnix; Rodriguez-
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Tabla 4. Resumen de articulos revisados sobre paternidad multiple en el grupo de aves. El acomodo de la informacion fue de
acuerdo al método utilizado para determinar paternidad multiple, el nimero de loci mostrados en la tabla son de microsatélites,
namero de camadas estudiadas por especie, porcentaje de paternidad multiple determinado en los estudios, promedio de machos
que contribuyeron a la descendencia por camada y los autores del estudio.

Especie NUumero de  Numero de Porcentaje de Promedio de Referencias
loci camadas paternidad multiple machos por camada
(%)

Método directo

Parus major, Agelaius 0 29 80 2 Birkhead y Moller,

phoeniceus y Sturnus vulgaris 1995

Coturnix coturnix 0 14 22 2-5 Rodriguez-Teijeiro
et al., 2003

Método indirecto

Acrocephalus palustris, A. 6 15 76 3 Leisler y Wink,

arundinaceus y A. paludicola 2000

Trachyneta bicolor 7 88 90 2-6 Dunn et al., 2009

Método mixto

Sialia sialis 2* 27 25 3 Gowaty y Karlin,
1984

Anas platyrhynchos 8* 11 25 3 Evarts y Williams,
1987

Dolichonyx oryzivorus 3* 40 50 3 Gavin y Bollinger,
1985.

Prunella collaris 2* 39 40 4 Heer, 1996

Parus caeruleus 4 40 41.8 2-3 Kempenaers et
al., 1997

Centrocerus urophasianus 13 104 54.5 2-7 Bird et al., 2012

*El analisis de paternidad fue realizado con isoenzimas
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Teijeiro et al.,, 2003). En aves también hay paternidad mudaltiple aiun con la
presencia de machos dominantes como en el acentor alpino (Prunella collaris;
Heer, 1996), el carricero poliglota (Acrocephalus palustris; Leisler y Wink, 2000), el
carricero tordal (A. arundinaceus; Leisler y Wink, 2000) y el carricero cejudo (A.
paludicola; Leisler y Wink, 2000) (Tabla 4), en estas aves hay paternidad mdultiple
porque los machos satélite copulan con la hembra cuando el macho dominante
deja el nido en busca de comida (Heer, 1996; Leisler y Wink, 2000), por lo que la
hembra puede tener varias copulas, los machos responden restringiendo los
recursos (Leisler y Wink, 2000) o con copulas forzadas como en el anade real

(Anas platyrhynchos; Evarts y Williams, 1987).

La paternidad multiple es mas frecuente en algunas especies de aves como en el
herrerillo comun (Parus caeruleus; Kempenaers et al., 1997) y la golondrina bicolor
(Trachyneta bicolor; Dunn et al., 2009), las hembras jévenes (con una o dos
temporadas reproductivas de experiencia) tienen mas copulas porque el principal
interés es reproducirse, en cambio las hembras con mas experiencia reproductiva
buscan machos que cuiden a las crias (Dunn et al., 2009). Sin embargo, en aves
la paternidad multiple en ocasiones es accidental, debido al parasitismo de
puestas como en el gallo de salvia (Centrocerus urophasianus; Bird et al., 2012),
ya que las hembras parasitas (hembras que dejan a sus huevos en otros nidos)

tienen mayor oportunidad de conseguir apareamientos multiples (Bird et al., 2012).
Mamiferos

Los mamiferos pueden tener como sistema de apareamiento la poliandria pero las
caracteristicas fisiologicas de las hembras no permiten almacenar esperma y por
lo tanto la posibilidad de paternidad mdultiple es baja (Moller, 1989; Breed y Adams,
1992). Sin embargo, al realizar estudios indirectos de paternidad multiple en
mamiferos (Tabla 5) como en el raton listado (Apodemus agrarius; Baker et al.,
1999), el ratén de campo (A. sylvaticus; Baker et al., 1999; Bartmann y Gerlach,
2001) y el raton domeéstico (Mus domesticus; Dean et al., 2006) fue corroborada
paternidad mdultiple, debido a que los apareamientos multiples son comunes entre
los ratones (Baker et al., 1999; Bartmann et al., 2001; Dean et al., 2006), ya que la
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Tabla 5. Resumen de articulos revisados sobre paternidad multiple en el grupo de mamiferos. El acomodo de la informacién fue de
acuerdo al método utilizado para determinar paternidad multiple, el nimero de loci mostrados en la tabla son de microsatélites,
namero de camadas estudiadas por especie, porcentaje de paternidad multiple determinado en los estudios, promedio de machos
que contribuyeron a la descendencia por camada y los autores del estudio.

Especie Numero de Numero de Porcentaje de Promedio de machos Referencias
loci camadas paternidad multiple (%) por camada

Método indirecto
Apodemus agrarius y 11 16 80 2-6 Baker et al., 1999
A. sylvaticus
A. sylvaticus 9 27 85 2-3 Bartmann et al., 2001
Spermophilus 7 15 80 2-3 Hare et al., 2004
richardsonii
Odocoileus virginanus 12 60 22 2 Sorin, 2004
Mus domesticus 8 76 43 3 Dean et al., 2006
Eptesicus fuscus 9 26 80 2 Vonhof et al., 2006
Tamias striatus 11 70 60 4 Bergeron et al., 2011
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paternidad multiple en ratones depende del nivel de competencia de los machos
(Dean et al., 2006). También en las ardillas como la ardilla de Richardson
(Spermophilus richardsonii; Hare et al., 2004) y la ardilla listada del este (Tamias
striatus; Bergeron et al.,, 2011) hay paternidad mdltiple (Tabla 5), porque las
hembras copulan con los machos mas cercanos geograficamente a ellas (Hare et
al., 2004; Bergeron et al., 2011).

En mamiferos los estudios directos de paternidad mdltiple son escasos por el
comportamiento de los individuos o el habitat, como en el murciélago moreno
(Eptesicus fuscus; Vonhof et al.,, 2006) y el ciervo cola blanca (Odocoileus
virginanus; Sorin, 2004), ambas especies tienen bajas frecuencias de paternidad
multiple, debido a que los machos son dominantes; no obstante, ha sido
documentada la paternidad mdultiple porque los machos jévenes (que van iniciando
sus primeros encuentros reproductivos) copularon con la hembra cuando el macho
dominante estuvo distraido (Sorin, 2004; Vonhof et al., 2006).

2. Marcadores moleculares para inferir paternidad mdaltiple.

Las técnicas de biologia molecular han contribuido al estudio y analisis de los
sistemas de apareamiento, ademas las técnicas moleculares han permitido
explorar la monogamia o poligamia de las especies (Griffit et al., 2002). Los
marcadores moleculares se clasifican en dos grupos, los bioquimicos y los de
ADN (acido desoxirribonucleico) (Becerra y Paredes, 2000; Gonzéalez, 2003;
Aranguren-Méndez et al., 2005; Rentaria-Alcantara, 2007). Dentro de los
bioquimicos estan las proteinas (Becerra y Paredes, 2000) como las isoenzimas
gue fueron los primeros marcadores moleculares utilizados en los estudios de
paternidad multiple (Pyburn, 1970; Gottlieb, 1989; Van Marle-Késter y Nel, 2003),
posteriormente se desarrollaron marcadores moleculares con base en el ADN
como los Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLPS) y
microsatélites (Sadberg-Loua et al., 2016). En el presente documento se
determindé que los marcadores moleculares utilizados en estudios indirectos y

mixtos son las isoenzimas (11.2%), los AFLPs (1.4%) y microsatélites (87.3%)
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(Figura 2). En el siguiente apartado se presenta un resumen de los marcadores

moleculares utilizados para inferir paternidad multiple en vertebrados.

Marcadores moleculares para inferir paternidad multiple
45 -
40 -
35 -

11 Método indirecto
= Método mixto

NUmero de estudios

O__LLLLLL§

Isoenzimas AFLPs Microsatélites

T T - 1

Figura 2. Namero de estudios indirectos y mixtos de paternidad multiple en vertebrados
que utilizaron isoenzimas, AFLPs y microsatélites.

Isoenzimas

Las isoenzimas son formas moleculares multiples que catalizan la misma reaccion
quimica bajo diferentes condiciones o en diferentes tejidos (Jarvis et al., 2006;
Gonzalez-Cézatl et al., 2007; Silverthorn, 2009), comparten un sustrato en comun
que difiere en su movilidad electroforética (Ramirez et al., 1991; Azofeita-Delgado,
2006) y las isoenzimas han sido utilizadas en los estudios de diversidad genética,
evolutivos y de paternidad mudltiple al representar diferentes loci porque los
individuos de una poblacién pueden tener diferentes formas moleculares de la
misma proteina (Gottlieb, 1989; Quirds, 1991; Becerra y Paredes, 2000; Azofeita-
Delgado, 2006; Gonzalez-Cdézatl et al., 2007). Las desventajas de las isoenzimas
son que no reflejan los cambios genéticos que ocurren en el ADN, el bajo nivel de
polimorfismo y la expresion de las proteinas es afectada por factores ambientales
(Kesseli et al.,, 1991; Aagaard et al., 1998; Becerra y Paredes, 2000). Las
isoenzimas son neutras (no estan sujetas a fuerzas selectivas), detectan
polimorfismo y son codominantes (permite distinguir los genotipos homocigotos y
heterocigotos) (Quirés, 1991; Aagard et al., 1998; Paredes y Gepts, 1995;
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Gonzélez-Cézatl et al., 2007); aunque las isoenzimas han sido utilizadas en los
estudios de biologia evolutiva, biologia reproductiva y en los patrones de
fecundacion (Becerra y Paredes, 2000; Azofeita-Delgado, 2006), las desventajas
antes mencionadas de estas enzimas causo la propuesta del uso de marcadores

moleculares basados en ADN (Kupfer et al., 2008; Sadberg-Loua et al., 2016).

AFLPs

Los AFLPs usan como codones de inicio oligonucleétidos complementarios a las
secuencias que han sido ligadas en cada extremo de la cadena de ADN
(Gonzalez-Fortes, 2008), el polimorfismo es detectado por la presencia o ausencia
de fragmentos, utilizando la técnica de PCR (por sus siglas en inglés: reaccion en
cadena de la polimerasa) para la multiplicacion del ADN (Vos et al., 1995; Tohme
et al., 1996; Becerra y Paredes, 2000; Whitlock et al., 2005). Los AFLPs son
precisos y existen dos formas de conocer el tamafio de los alelos: la marcacién
radioactiva de los productos amplificados, las bandas son separadas en geles de
poliacrilamida y por la tincién directa del gel con el nitrato de plata para observar
las bandas (Becerra y Paredes, 2000; Azofeita-Delgado, 2006). Los AFLPs han
sido utilizados para realizar mapas genéticos, estudios de hibridacion
interespecifica e intraespecifica, estudios de parentesco y andlisis de estructura
poblacional (Parker et al., 1998; Becerra y Paredes, 2000; Azofeita-Delgado,
2006). En los estudios de paternidad multiple los AFLPs son poco utiles al ser
dominantes (no se observa una diferencia entre los homocigotos de los
heterocigotos), ya que los AFLPs sobrestiman la frecuencia de paternidad multiple
en las camadas (Becerra y Paredes, 2000) y la estimacion de las frecuencias
alélicas es de forma indirecta con el uso de andlisis estadisticos como el indice de
similitud Sxy (Lynch, 1990; Kupfer et al., 2008).

Microsatélites

Los microsatélites son tramos cortos de la secuencia de ADN repetidas en tAndem
(Cheng y Crittenden, 1994; Becerra y Paredes, 2000; Schlétterer, 2000; Gonzélez,

2003, Lara de la Cruz, 2011), presentan herencia mendeliana simple, son
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codominantes, estan distribuidos a lo largo del genoma en regiones codificantes y
no codificantes del ADN nuclear en vertebrados (Gupta et al., 1994; Dodgson et
al., 1997; Gonzalez, 2003). Las secuencias en los microsatélites estan formadas
de 1 a 6 pares de bases, conocidas como mononucleétidos (AA), dinucledtidos
(CA) y tetranucledtidos (AAGG). Los microsatélites son clasificados en tres tipos
de acuerdo a sus unidades de repeticion y longitud (nUmero de repeticiones en un
locus): 1) microsatélites perfectos son repeticiones en un nimero minimo de 9
unidades sin interrupcidon y sin repeticiones adyacentes; por ejemplo, (CA)n, 2)
microsatélites compuestos son 2 0 mas repeticiones con minimo 9 unidades
ininterrumpidas que pueden ser combinaciones de pares de bases, por ejemplo
(CAN-(GA)m y 3) microsatélites interrumpidos son repeticiones mayores a 9
unidades separadas por 2 a 4 pares de bases, por ejemplo (CA)n- GCT- (GA)m
(Gonzélez, 2003). La tasa de mutacion de los microsatélites va de 10® a 102 por
generacion (Schlétterer, 2000), lo que favorece un alto polimorfismo debido a que
la tasa de mutacion es influenciada por la variacion en el nimero de repeticiones y
el tipo de repeticiones, ya que es mayor la probabilidad de mutacion en
dinucledtidos que en tetranucle6tidos, estas variaciones en las secuencias permite
diferenciar a los alelos (Ellegren, 2000; Schiétterer, 2000; Gonzalez, 2003). Por el
alto grado de polimorfismo de los microsatélites han sido utilizados para la
identificacion de individuos y para pruebas de paternidad (Schlétterer, 2000). Los
microsatélites también han sido utilizados en genética de la conservaciéon, debido
a que el tejido para la obtencion de ADN puede ser extraido de varias partes del
cuerpo de los individuos estudiados (pelo, hueso, sangre, higado, rifién, pulmon,
piel, escamas), evitando el sacrificio de los ejemplares (Ellegren, 1993; Ernest et
al., 2000; Gonzélez, 2003; Sunny et al., 2015.

3. Programas estadisticos utilizados para inferir paternidad mdltiple.

El estudio de la paternidad mdultiple a nivel molecular ha permitido desarrollar
programas estadisticos que analizan los resultados obtenidos a partir de los
marcadores moleculares con la finalidad de proveer informacion de la estructura

familiar de los individuos analizados (Goodnight y Queller, 1999; Jones, 2003). Los
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programas estadisticos que infieren paternidad multiple utilizan genotipos
paternos, maternos y de la descendencia para establecer una probabilidad de
parentesco con base en la distribucion de frecuencias alélicas y genotipos
(Goodnight y Queller, 1999; Marshall et al., 1998; Jones, 2003; Gray et al., 2015).
En este trabajo se determind que son siete programas estadisticos utilizados para
inferir paternidad multiple en vertebrados: Cervus (Marshall et al., 1998), Gerud
(Jones, 2005), Colony (Jones y Wang, 2010), Parentage (Emery et al., 2001),
Kinship (Goodnight y Queller, 1999), Pedigree (Smith et al.,, 2001) y Papa
(Duchesne et al., 2002); aunque se han desarrollado 26 programas estadisticos
que permiten inferir paternidad mudaltiple (Jones et al., 2010). En el siguiente
apartado se presenta un resumen de las principales caracteristicas de los siete
programas estadisticos utilizados en los analisis de paternidad multiple de
vertebrados (Figura 3).

Programas estadisticos de paternidad mdltiple en vertebrados
25 -

20 A
15 A

10 -

NUmero de estudios

O T T T T T T 1
Cervus Gerud Colony Parentage Kinship Pedigree  Papa

Figura 2. Programas estadisticos utilizados para inferir paternidad multiple en vertebrados.

Cervus

La finalidad de Cervus es encontrar un posible padre o madre de la descendencia
analizada en poblaciones poligamas y exponer la probabilidad de que un macho
tenga una relacion de parentesco mas cercana a la descendencia que otro macho
arbitrario, asignando paternidad al macho mas cercano genéticamente con base

en los genotipos de los individuos analizados. El programa infiere paternidad con
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el método de puntuacion LOD, es un logaritmo de probabilidad que compara la
probabilidad de ligamiento entre dos loci (Page et al., 1998). Para inferir la
paternidad Cervus tiene dos hipotesis: el presunto padre es el verdadero padre y
el presunto padre no se relaciona con el individuo seleccionado de modo aleatorio
dentro de la poblacion (Marshall et al., 1998). Por lo que Cervus debe conocer los
genotipos de la descendencia, el genotipo materno y los genotipos de los posibles
padres; no obstante Cervus asigna paternidad aunque sean desconocidos los
genotipos paternos pero el programa debe conocer los genotipos de la
descendencia y el genotipo de la madre; sin embargo, la paternidad no se asigna
cuando los genotipos de la madre y un posible padre son idénticos (Tabla 6).
Cervus considera que dentro de la poblacion hay mutaciones, alelos nulos, errores
de escritura de los genotipos analizados; por lo que el programa tiene 80-95% de
confiabilidad al asignar paternidad. Ademas Cervus realiza andlisis utilizados en
los estudios de diversidad genética como una prueba de equilibrio Hardy-

Weinberg, indica la frecuencia alélica y los coeficientes de endogamia (Tabla 6).
Gerud

Este programa infiere paternidad con los genotipos de los posibles padres, de la
madre y de la progenie, para ello Gerud considera los alelos segregados por locus
de una camada. Para que sea determinada la madre de la camada analizada,
todos los alelos de la progenie son combinados entre ellos para formar parejas;
una vez formado el primer conjunto de parejas, se realiza una nueva combinacién
de parejas de forma aleatoria; el alelo que compartan todos los individuos de la
camada proviene de la madre y los demas alelos diferentes pertenecen a los
posibles padres. Posteriormente se realiza una nueva combinacion de alelos
paternos para determinar el nUmero de padres que contribuyen genéticamente a
una camada. Para confirmar los resultados, Gerud tiene un programa
complementario, Gerudism que infiere los genotipos de la descendencia a partir
del genotipo materno y los genotipos paternos determinados anteriormente por
Gerud (Jones, 2005). Este programa es 90% confiable en la reconstruccién del

genotipo paterno y 95% confiable en la reconstruccién del genotipo materno. Sin
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Tabla 6. Resumen de las principales caracteristicas de los programas estadisticos utilizados en los andlisis de paternidad multiple en
vertebrados. La tabla exhibe el método estadistico que utiliza cada programa para inferir paternidad, ventajas y desventajas de los
programas, el nivel de confiabilidad de los resultados. Los programas analizan los resultados obtenidos de marcadores moleculares

codominantes.

Nombre del Método de Ventajas Desventajas Confianza Referencia
programa paternidad (%)

Cervus Puntuacién LOD Calcula presencia de alelos nulos, La paternidad no es 80-95 Marshall et al.,
errores de escritura y mutaciones, asignada con genotipos 1998
indica la frecuencia alélica idénticos

Gerud** Numero minimo Indica la frecuencia alélica Sobrestima el nimero 90-95 Jones, 2005

de locus y de de padres.
mutilocus.
Colony* Método de Analiza genotipos de especies Parentesco entre los 85 Jones y Wang,
verosimilitud. haploides y diploides individuos de la 2010
poblacion

Parentage Andlisis Considera la presencia de Sobrestima el niumero 95 Emery et al.,

Bayesiano. mutaciones y errores de escritura  de padres asignados 2001

Kinship** Método de Analiza genotipos de especies Para realizar el andlisis 95 Goodnight y

probabilidad. haploides y diploides se necesitan minimo 20 Queller, 1999
individuos. No es de
acceso libre.
Pedigree Algoritmo Monte-  Sin limite de individuos a analizar.  Utiliza solo resultados 90 Smith et al.,
Carlo Considera mutaciones y errores de microsatélites. 2001
de escritura
Papa** Algoritmo Monte-  Indica las frecuencias alélicas Es necesario conocer 90 Duchesne et al.,

Carlo.

los genotipos materno y
paterno.

2002

*Analiza resultados de marcadores moleculares codominantes y dominantes.
**Utilizan programas complementarios.
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embargo, Gerud puede sobrestimar el nimero de padres que contribuyen
genéticamente a la camada debido al método que utiliza para la asignacion de
paternidad (Tabla 6).

Colony

Colony evalia la relacion de parentesco entre padres e hijos, utilizando los
genotipos de la poblacion para asignar paternidad, el programa considera a todos
los genotipos iguales, al inicio del andlisis no difiere entre los genotipos maternos,
paternos y de la descendencia, posteriormente sigue el método de Gerud para
inferir paternidad pero Colony no tiene un programa complementario por lo que
una vez obtenido los resultados se asigna un valor de probabilidad para
determinar el nimero de padres que contribuyen a la descendencia (Jones y
Wang, 2010). Colony analiza los resultados obtenidos a partir de marcadores
codominantes y dominantes, también Colony analiza los genotipos de especies

haploides y diplodes; el programa tiene un nivel de confianza de 85% (Tabla 6).
Parentage

Parentage determina una relacién de parentesco e identifica el nimero de padres
por camada, ademas Parentage trabaja con el supuesto de que todos los
individuos de la poblacién analizada tienen un nivel de parentesco y determina que
los machos més cercanos geograficamente tienen un nivel de parentesco mayor y
por lo tanto Parentage sobreestima el numero de padres (Tabla 6). El programa
realiza el analisis de paternidad con base en el supuesto de que los alelos
diferentes a los alelos maternos son los alelos paternos. Parentage tiene tres
hipétesis: 1) cada macho tiene igual probabilidad de ser el padre de cualquier
descendiente, 2) la probabilidad de paternidad es dada por la distribucion de
Dirichlet (Emery et al., 2001) y 3) el nimero de padres no es determinado por el
muestreo, ya que conocer los genotipos paternos desde el inicio favorece
encontrar nuevos genotipos. Sin embargo, Parentage tiene un nivel de confianza
de 95% (Emery et al., 2001).
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Kinship

Kinship es un programa estadistico que calcula la probabilidad de una relacion de
parentesco entre dos individuos (padre-hijo) a partir de las frecuencias alélicas de
la poblacion analizada, también es posible determinar las relaciones de hermanos,
medios hermanos, primos o ninguna relacion de parentesco, el programa trabaja
con datos obtenidos de marcadores moleculares codominantes (Tabla 6) y se
puede inferir paternidad multiple a partir de la relacion de medios hermanos, ya
qgue Kinship puede determinar paternidad multiple Unicamente conociendo los
alelos de la madre y la descendencia, ademas Kinship puede realizar la prueba de
parentesco en individuos haploides y diploides. Las muestras necesarias para
realizar un analisis de parentesco con Kinship son como minimo 20 individuos. Es
necesario el uso de un programa complementario llamo King para confirmar el
andlisis de parentesco, este analisis tiene un 95% de confiabilidad, Kinship
Gnicamente trabaja con computadoras de la marca Apple y no es de acceso libre
(Goodnight y Queller, 1999).

Pedrigree

Pedigree es un programa de probabilidad que permite establecer una relacion de
parentesco a partir de la reconstruccion de genotipos, ademas el programa infiere
hermanos y medios hermanos de una camada, lo cual permite inferir paternidad
multiple. El programa no tiene un limite de individuos a comparar, aunque es
recomendable un minimo de 30 individuos para realizar el andlisis de parentesco.
El programa deber tener conocimiento previo de las frecuencias alélicas antes de
hacer el andlisis de parentesco, ademas para el analisis Pedigree toma en cuenta
la presencia de mutaciones y errores de escritura, por lo que tiene un nivel de
confianza de 90%. Pedigree trabaja con computadoras de plataforma Unix y

Windows y es de acceso libre (Smith et al., 2001).
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Papa

Papa realiza una relaciéon de parentesco en sistemas cerrados con base en los
meétodos de probabilidad de endogamia y evalla estadisticamente una precision
de asignacion. El analisis lo realiza con los genotipos, el programa debe conocer
el genotipo materno y paterno para designar el parentesco. Papa fue disefiado
para evaluar resultados provenientes de datos de microsatélites, por lo que para
que el programa realice el analisis de parentesco es necesario conocer los
tamafios alélicos. Papa realiza el andlisis de parentesco con el programa
complementario Probmax, el cual se basa en el nimero de loci compatibles con
una relacién padre-hijo. Este programa trabaja principalmente con Windows y el
programa es de acceso libre. Papa y Probmax no toman en cuenta los posibles
errores de escritura y de mutacion, por lo que su nivel de confianza es de 90%
(Duchesne et al., 2002),
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Discusién
1. Revisiéon de estudios sobre paternidad multiple en vertebrados.

En este trabajo se encontr6 que los peces, anfibios y aves, comparten
comportamientos reproductivos que influyen en la incidencia de paternidad
multiple como las copulas forzadas (Chen et al., 2011; Hudson y Fu, 2013; Tovar-
Verba, 2014) y el cuidado parental (Rodriguez-Teijeiro et al., 2003; Girndt et al.,
2012), ya que estos comportamientos permiten asegurar la adecuacion de los
organismos (Birkhead y Moller, 1995; Rodriguez-Teijeiro et al., 2003). Por otro
lado, es comun encontrar que los organismos con fecundacion externa haya
paternidad multiple de manera accidental como en peces (Tennessen y Zamudio,
2003; Byrne y Avise, 2009; Tovar-Verba, 2014) y que sea causada por machos
oportunistas como en anfibios (Ayres, 2008), pero también los organismos con

fecundacion interna tienen paternidad multiple como peces, reptiles y mamiferos.

Conforme a la revision de documentos se determin6 que los reptiles han sido el
grupo con mayor cantidad de estudios sobre paternidad multiple, debido a que se
ha generalizado que este grupo de vertebrados tiene como sistema de
apareamiento la poliandria (Uller y Olsson, 2008), ademas con estudios etoldgicos
de reptiles surgieron preguntas respecto a su reproduccién (Graves, 1989;
Balderas-Valdivia et al., 2009; Paredes-Garcia et al., 2011), lo que permitio
desarrollar estudios de paternidad mdultiple. También durante la revision de
estudios se determinaron cuatro factores que influyen en la presencia de
paternidad multiple en reptiles: la densidad poblacional baja, encuentros
reproductivos escasos, el ciclo reproductivo corto y el almacén de esperma (Uller y
Olsson, 2008; Rafajlovic et al., 2013; Friesen et al., 2014), estos factores permiten
que sea comun la paternidad mdultiple en reptiles, ya que los reptiles no son
organismos sociales y los encuentros entre individuos sexualmente maduros son
aleatorios (Voris et al., 2008; Ursenbacher et al., 2009; Pozarowski et al., 2013), lo
que ha permitido a las hembras desarrollar caracteristicas morfologicas para el

almacén de esperma y también tener crias durante un ciclo reproductivo sin
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copula (Barry et al., 1992; Bartmann et al., 2001; Uller y Olsson, 2008; Hu y Wu,
2010; Muniz et al., 2011. Pozarowski et al., 2013; Rossi-Lafferriere et al., 2016).

En cambio, los mamiferos aunque tienen fertilizacion interna las hembras no
pueden almacenar esperma (Sorin, 2004). Sin embargo, la presencia de
paternidad multiple en mamiferos de talla pequefia tiene relacién con las células
epiteliales del Utero y oviducto que fagocitan a los espermatozoides que no
atravesaron la membrana plasmatica del évulo y cuando el proceso de fagocitosis
no sucede, el esperma queda almacenado y disponible para otro evento de
fecundacion (Vonhof et al., 2006). No obstante, la frecuencia baja de paternidad
multiple en mamiferos de talla grande es debido a que la fertilizacion del évulo es
limitada a un solo espermatozoide (Gilbert, 2005) pero es posible que durante el
ciclo de ovulacién la hembra libere mas de un o6vulo; el tener apareamientos
multiples aumenta la probabilidad de que los évulos sean fecundados por
espermatozoides de diferentes machos (Sorin, 2004).

Finalmente se determiné que los estudios mixtos son la forma mas adecuada para
inferir paternidad mudltiple, ya que los estudios directos proporcionan Gnicamente
informacion observacional, permitiendo tener evidencia de la presencia de
paternidad mdaltiple (Rodriguez-Tejeiro et al., 2003) y el los estudios indirectos
permiten inferir genéticamente paternidad multiple (Alfaro-Nufiez et al., 2015), por
lo que los estudios mixtos permiten comparar lo observado en campo con los
resultados obtenidos a nivel molecular y concede la informacién necesaria para

confirmar paternidad multiple.
2. Marcadores moleculares para inferir paternidad mditiple.

En el presente trabajo se determind que los microsatélites son el marcador
molecular adecuado para inferir de manera indirecta paternidad multiple,
principalmente por el alto nivel de polimorfismo, ya que favorece la deteccion de
alelos (Dodgson et al.,, 1997; Gonzéalez, 2003; Checa-Caratachea, 2007). Los
microsatélites al ser diseflados a partir de ADN nuclear permiten localizar la

informacion genética del padre y madre (Ernest et al.,, 2000; Cal-Teba, 2001;
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Gonzélez, 2003), para realizar una interpretacion adecuada de la relacion de
parentesco entre padres e hijos. En cambio los AFLPs al ser marcadores
dominantes es sobreestimado el parentesco (Wang et al., 2012; Sadberg-Loua et
al., 2016), también el uso de marcacion radioactiva para detectar AFLPs aumenta
el costo de los marcadores moleculares comparado con los microsatélites
(Gonzalez, 2003). Las isoenzimas aunque son marcadores codominantes tienen
un bajo nivel de polimorfismo (Gottlieb, 1989), ya que exhiben menos alelos por
locus que los microsatélites, porque generalmente no exhiben los cambios que
suceden en el ADN y es sobrestimada la paternidad, ademas, la expresién de
isoenzimas es afectada por factores ambientales (Paredes y Gepts, 1995; Becerra
y Paredes, 2000).

3. Programas estadisticos utilizados para inferir paternidad mdltiple.

Los siete programas utilizados para determinar paternidad multiple en vertebrados
fueron Cervus, Gerud, Colony, Parentage, Kinship, Pedigree y Papa, aunque han
sido desarrollados en total veintiséis programas que infieren paternidad, incluidos
los mencionados en este trabajo (Jones et al., 2010). Esta diferencia es
principalmente a que la busqueda en este trabajo fue limitada a vertebrados, en
cambio, otros estudios incluyen a los invertebrados y vertebrados (Jones et al.,
2010). Cervus ha sido el programa estadistico mas utilizado en los andlisis de
paternidad debido a que es el programa mas conocido aunque hay otros
programas estadisticos similares a Cervus como, Famoz (Gerber et al., 2003) y
Pae (Rocheta et al., 2007), son de menor uso por la dificultad que presentan para
analizar los resultados (Famoz) o poco conocidos (Pae). Por otro lado, Gerud,
Kinship y Papa son menos usados al utilizar programas complementarios para
hacer los analisis de paternidad (Duchesne et al., 2002; Jones, 2005; Jones et al.,
2010), ademas como Kinship no es de acceso libre, solo funciona con dispositivos
Apple y para que este programa realice un analisis de parentesco es necesario un
minimo de 20 individuos, por lo que no es adecuado el uso de Kinship en
poblaciones pequefias (Goodnight y Queller, 1999; Jones et al., 2010). Parentage

y Gerud al inferir paternidad mudaltiple sobreestiman el numero padres que
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contribuyen genéticamente a la descendencia, debido al procedimiento que llevan
a cabo para realizar el andlisis de parentesco (Jones et al., 2010). Por ultimo, en
este trabajo se expusieron las ventajas y desventajas de los programas
estadisticos usados en los analisis de paternidad multiple en vertebrados con la
finalidad de presentar la informacién necesaria para utilizar el programa mas

adecuado para inferir paternidad mdultiple en futuras investigaciones.
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Conclusiones

V1.

Se concluye que los estudios de paternidad multiple son relevantes en el
campo de la ecologia evolutiva, porque permiten entender la historia
evolutiva de los organismos y las presiones de seleccion que influyen en
las poblaciones para que la paternidad multiple sea una estrategia
reproductiva exitosa.

Se observd que los factores que se consideran mas influyentes en la
presencia de paternidad multiple son, la baja densidad poblacional, los
pocos encuentros reproductivos, el almacén de esperma, el cuidado
parental y copulas forzadas.

Se encontré que los reptiles son el grupo de vertebrados con mayor
incidencia de paternidad multiple, ya que representan el 41.46% del total
de estudios revisados para vertebrados y los mamiferos representan el
8.53% siendo el grupo de vertebrados con menor presencia de
paternidad multiple.

Se encontr6 que los estudios mixtos de paternidad mdultiple son la
manera mas adecuada para inferir y confirmar paternidad multiple en
vertebrados.

Se observd que los microsatélites son los marcadores moleculares
adecuados para inferir paternidad mdultiple, debido a su alto
polimorfismo, codominancia y distribucion a lo largo del ADN nuclear de
los vertebrados.

Se observé que Cervus es el programa estadistico adecuado y mas
usado para inferir paternidad multiple en organismos diploides, debido a

que tiene un 95% de confiabilidad.
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