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Resumen

La informacion demografica de una poblacion, es relevante para estimar las tasas
vitales, evaluar la tendencia poblacional o comprender el impacto de la estocasticidad
demografica y ambiental. Ademas, procesos demogréficos influyen en la dindmica de
genes de las poblaciones, lo que bajo ciertas circunstancias podrian reducir sus tasas
de crecimiento poblacional. En este estudio, se evalud la viabilidad de una poblacién de
Chorlo nevado que ha presentado cambios en su tamafio poblacional. Ademas, se
analizo la contribucién proporcional de las tasas vitales en las fluctuaciones del tamafio
poblacional. El analisis de viabilidad indic6 que la poblacion presenta una probabilidad
alta de desaparecer en un mediano plazo, siendo la supervivencia de adultos y crias
los parametros demograficos limitantes del crecimiento poblacional. Para poder evaluar
si la diversidad genética estaba relacionada a componentes de adecuacion bioldgica,
se caracterizé los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC por sus
siglas en inglés) en ocho poblaciones a través de su distribucién. Se observo una mayor
diversidad alélica en el exén 3 del MHC clase |, con hasta cuatro loci presentes por
individuo, en comparacién con un solo gen (locus) para el MHC clase Il. Estas
diferencias, indican una fuerte presion selectiva por parte de patdégenos intracelulares
en esta especie. Finalmente, se investigd si la diversidad genética del MHC estaba
asociada con la supervivencia y reclutamiento en crias del Chorlo nevado. No se
encontré evidencia de que la diversidad del MHC confiera una ventaja a componentes
de adecuacion biolégica en el Chorlo nevado en etapas tempranas de vida. Incluso,
otros factores como la intensidad de cuidado biparental son mas relevantes para la
supervivencia de crias. Los descubrimientos en esta disertacion nos ayudan a
comprender que tasas vitales se deberian considerar en planes de manejo, para
incrementar el tamafo poblacional en el Chorlo nevado. Adicionalmente, se contribuye
al escaso conocimiento de la arquitectura y evolucion de estos genes inmunes, dentro
de los Charadriiformes. Finalmente, otros factores no genéticos, parecen ser mas
relevantes en la supervivencia de esta especie, al menos en etapas tempranas de vida.
Este estudio ofrece nuevas perspectivas, de como el uso de genes inmunes para
evaluar componentes de adecuacion debe ser considerado con precaucion, sobre todo

cuando otros factores pueden tener un efecto mas inmediato en la supervivencia.



Abstract
Demographic information on a population is relevant for estimating vital rates,

assessing population trends, or understanding the impact of demographic and
environmental stochasticity. In addition, demographic processes influence the gene
dynamics of populations, which under certain circumstances could reduce population
growth rates. In this study, we evaluated the viability of a Snowy Plover population
undergoing changes in population size. In addition, the proportional contribution of vital
rates to population size fluctuations was estimated. The viability analysis indicated that
the population has a high probability of disappearing in the medium term, with adult
and offspring survival being the demographic parameters limiting population growth.
To evaluate whether genetic diversity was related to fithess components, the genes of
the Major Histocompatibility Complex (MHC) in eight populations were characterized
through their distribution. Greater allelic diversity was observed in exon 3 of MHC class
[, with up to four loci present per individual, compared to a single gene (locus) for MHC
class Il. These differences indicate a strong selective pressure from intracellular
pathogens in this species. Finally, we investigated whether MHC genetic diversity was
associated with survival and recruitment in Snowy Plover offspring. We found no
evidence that MHC diversity confers an advantage to the fitness in Snowy Plovers at
early life stages. Moreover, other factors such as biparental care intensity are more
relevant to offspring survival. This work contributes to understanding what vital rates
should be considered in management plans to increase population size in Snowy
Plovers. Additionally, it contributes to the scarce knowledge of the architecture and
evolution of these immune genes within the Charadriiformes. Finally, other non-genetic
factors seem to be more relevant in the survival of this species, at least in early life
stages. This study offers new insights into how the use of immune genes to assess
fithess components should be considered with caution, especially when other factors

may have a more immediate effect on survival.






Capitulo 1. Introduccidén general

1.1. Pérdida de biodiversidad

La biodiversidad es el resultado de billones de afios de evolucién y se refiere a todas
las formas de vida en nuestro planeta (Royal Society, 2021). Al mismo tiempo, hace
referencia de como éstas formas de vida o especies, interactian unas con otras en
una determinada area o ecosistema (Royal Society, 2021). La biodiversidad es
fundamental para los procesos que soportan la vida en nuestro planeta, incluyendo
a los humanos. Sin una amplia variedad de animales, plantas y microorganismos,
no es posible mantener los ecosistemas sanos de los cuales dependemos y que
nos proporcionan alimentos, agua, refugio, medicinas, combustibles, etc. A su vez,
la biodiversidad ayuda a limpiar la contaminacién ambiental, influye en el climay el

ciclo de nutrientes que son indispensable para la vida (Levin, 2020).

La biodiversidad o la diversidad de vida desde el nivel de gen hasta el nivel de
ecosistemas, se encuentra disminuyendo rapidamente alrededor del planeta (Diaz
et al. 2019). En las ultimas décadas, la biodiversidad del planeta ha disminuido como
consecuencia directa e indirecta de las actividades humanas, lo que se refleja en un
namero indeterminado de especies que se han extinguido y otras tantas en las que
sus poblaciones se encuentran disminuyendo o son mas susceptibles a efectos
estocésticos ambientales, demograficos y genéticos (Frankham et al. 2002;
Frankham, 2003). Los principales factores que contribuyen a estas disminuciones
son la sobreexplotacién y la pérdida o alteracion del habitat por factores como
cambios en el uso del suelo, contaminacion, introduccion de especies exéticas,

cambio climatico y perturbacién (Frankham, 2003).

La extincién de una especie es el resultado mas conspicuo de la pérdida de
biodiversidad. Actualmente, el nivel y la tasa de pérdida de especies es tan grande
gue se le ha comparado con los ocurridos en otros periodos de extinciones en masa,
como los ocurridos 65 millones de afios atras durante el Cretacico tardio; incluso se
le ha denominado como “la sexta extincién masiva” (Lande 1988; Frankham et al.



2002; Ceballos et al. 2015). Sin embargo, antes de que una especie llegue a
extinguirse, la diversidad genética entre poblaciones puede ser afectada de manera
substancial en respuesta a factores demograficos. Se ha estimado que las
poblaciones pueden llegar a extinguirse tres veces mas rapido que una especie por
completo (Hughes 1997; Manel y Holderegger, 2013), pues la fragmentacion y
declive en tamafio poblacional eventualmente conduce a la pérdida de diversidad

genética y podria afectar su adecuacion (Pertoldi et al. 2007).

La pérdida de biodiversidad genética influye sobre procesos evolutivos. Afectando
en la capacidad de adaptacion de los organismos, ante nuevas circunstancias en
un planeta en rapida transformacion (Mace y Purvis, 2008). Dado que, la diversidad
genética es la materia prima de cambios evolutivos, de esta dependera el potencial
evolutivo de una especie y de sus poblaciones silvestres ante cambios ambientales,
nuevas enfermedades, patdgenos, competidores o depredadores y contaminacion
(Frankham, 1996). Por tal motivo, conservar la diversidad genética es de relevancia
en biologia evolutiva y de la conservacion. Asi, la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) recomienda que la
diversidad genética debe ser uno de los niveles de diversidad que es necesario

conservar (Reed y Frankham, 2003).

1.2. Genética de la conservacion

Durante las ultimas décadas el papel de la genética en la conservacion y la ecologia
ha sido fundamental para ayudar a comprender los efectos de la fragmentacion del
hébitat y sus consecuencias en la erosién genética y el riesgo de extinciéon. Estos
aspectos, en conjunto con la dinamica de adaptacion de una especie a nuevas
condiciones ambientales, se ha integrado actualmente en una disciplina cientifica

conocida como “genética de la conservacion” (Pertoldi et al. 2007).

La genética de conservacion integra los principios de la biologia molecular, ecologia,
genética de poblaciones, modelacion matematica y sistematica evolutiva (Wan et al.

2004). Esta disciplina refiere principalmente a los efectos que trae consigo la pérdida



de diversidad genética y los cambios en la estructura de las poblaciones sobre la
supervivencia a largo plazo de especies amenazadas o en peligro de extincion
(Martinez-Cruz 2011). Su enfoque principal es el manejo adecuado de poblaciones
pequefias, la definicion o delimitaciébn de unidades de conservacion o manejo, y
comprender integralmente la biologia de una especie con la finalidad de disminuir
el riesgo de extincion de especies amenazadas (Frankham et al. 2002; Wan et al.
2004).

1.3. Diversidad genética

La diversidad genética se manifiesta en diferencias de los caracteres, donde
podemos incluir la morfologia (tamafio, forma, color, etc.), las respuestas fisiologicas
(enzimas y otras proteinas) y el genotipo (variaciones en la secuencia de ADN) de
los organismos (Frankham et al. 2002). Los genes son secuencias de nucleétidos
en una region en particular de la molécula de ADN vy la diversidad genética esta
dada, en su mayor parte, por ligeras variaciones en las secuencias de ADN de cada
gen. Estas variaciones dentro el ADN pueden deberse a diversos factores. Se ha
demostrado que la variacion en la expresion de genes es un recurso importante de
variabilidad biologica dentro y entre poblaciones (Skelly et al. 2009; Keren et al.
2016). La mayoria de los estudios se han enfocado a comprender como los cambios
o diferencias en la secuencia del ADN resultan en la expresion de diferentes
proteinas (Townsend et al. 2003). Estas variaciones en la cantidad y el tipo de
proteinas pueden resultar en disimilitudes bioquimicas, morfolégicas vy
conductuales, las cuales traduzcan en tasas diferenciales de reproduccion y

supervivencia de los individuos (Frankham et al. 2002).

La diversidad genética es crucial para mantener la adecuacion de poblaciones al
proveer de resistencia ante cambios ambientales a corto plazo y evolucionar en
respuesta a estos cambios a largo plazo (Frankham et al. 2002). Generalmente, las
poblaciones grandes presentan una elevada diversidad genética. Pero, en
poblaciones amenazadas, con un numero reducido de individuos, la diversidad

genética es baja (Frankham et al. 2002). Estas poblaciones pequefias y aisladas



son susceptibles a la pérdida de su diversidad genética, como resultado de la deriva
genética o bien como resultado de la endogamia. Bajo deriva genética, el nimero
de las diferentes variantes de genes (alelos), aumentan o disminuyen por azar a
través del tiempo. Con ciertos alelos que se pierden o bien son fijados en una
poblacion (Martinez-Cruz, 2011). Por su parte, la endogamia puede conducir a la
depresion endogamica al incrementar la frecuencia de individuos homocigotos con
alelos recesivos deletéreos, lo que se evidencia en una pérdida en la adecuacién o
exito reproductivo (Keller y Waller, 2002; Whitehorn et al. 2011) y podria

incrementar el riesgo de extincién de poblaciones locales (Frankham, 2005).

Desde la llegada de las investigaciones basadas en el ADN a la genética de la
conservacion, la diversidad genética se estimaba normalmente con marcadores
presumiblemente neutros, como los marcadores mitocondriales, los microsatélites
y los AFLP, debido a su alta variabilidad y disponibilidad (Leroy et al. 2018; Willi et
al. 2021). La teoria neutral de evolucion propone que la mayoria de cambios
evolutivos a nivel molecular estan determinados por el efecto de la deriva genética
y la mutacion, influenciadas principalmente por el tamafio de las poblaciones, pero
también por la intensidad y direccionalidad del flujo genético entre ellas (Kimura,
1983) Estos marcadores son utiles para investigar procesos evolutivos a nivel
individual y poblacional como la estructura y el tamafio efectivo poblacional, estimar
las fuerzas e importancia de la mutacién o recombinacion, deriva genética, flujo de
genes, diversidad dentro y entre poblaciones, y los efectos de la endogamia
(Ho6glund, 2009). Historicamente, los estudios sobre diversidad genética y
adecuacion bioldgica han utilizado marcadores neutrales, principalmente debido al
desafio que presenta encontrar genes sometidos a seleccion (adaptativos). Aunque
en un principio se asumioé que la variacién neutral y la adaptativa se encontraban
correlacionadas, esta correlacién suele ser débil y en algunos casos, inexistente
(Hedrick, 2001; Leroy et al. 2018). En contraste con los marcadores neutrales, la
existencia de variacion individual en marcadores funcionales es relevante para
mantener la viabilidad de las poblaciones al brindarles capacidad de adaptarse a los
cambios ambientales (Sommer, 2005; Ho6glund, 2009; Allendorf, 2017). En



poblaciones que han sufrido cuellos de botellas, se ha observado que la pérdida de
variacion genética puede ser incluso mas severa en genes adaptativos que en

regiones neutrales del genoma (Holderegger et al. 2006; Agudo et al. 2012).

El mantenimiento de la variacion genética en partes neutras del genoma, bajo
fuerzas evolutivas no selectivas, suele depender principalmente de procesos de
mutacion, deriva genética, tamafio efectivo poblacional (Ne), tasas de
recombinacion y patrones de dispersion (flujo genético) (Ellegren y Galtier, 2016).
En contraste, la capacidad de las poblaciones silvestres para mantener la variacion
en genes adaptativos depende de las presiones de seleccion implicadas (Sommer,
2005). Cambios genéticos de rasgos sometidos a seleccion, sugieren que la
evolucién adaptativa ocurre de manera comun en poblaciones silvestres (Hendry et
al. 2018). En la actualidad los cientificos se han interesado en evaluar la diversidad
de genes adaptativos por el potencial para la identificaciéon de genes que causan
enfermedades o que podrian mejorar el desempefio y, por ende, el rendimiento

agropecuario (Kirk y Freeland, 2011).

Investigar cambios en genes adaptativos es importante, principalmente en dos
contextos: Los cambios ambientales que actualmente experimentamos y la
degradacion genética. Ambos procesos actian de manera constante provocando
una mala adaptacion y disminucion de la adecuacion biologica de los organismos
(Hendry et al. 2018). La supervivencia de las especies podria ser determinada por
una rapida adaptacion, que solo podria ser posible si se ha mantenido un nivel
adecuado de diversidad genética (Jump y Penuelas, 2005; Kirk y Freeland, 2011),
debido a que solo la diversidad o variabilidad de genes adaptativos podria permitir
adaptarse a cambios en las condiciones ambientales. Se esperaria que, la
diversidad genética neutral y adaptativa tendrda diferentes impactos en la
supervivencia y permanencia de una determinada poblacion (Gebremedhin et al.
2009; Kirk y Freeland, 2011).



1.4. El Complejo Mayor de Histocompatibilidad

El analisis de loci adaptativos es mas apropiado cuando se investiga la adecuacion
biol6gica en especies silvestres y los genes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés) son excelentes candidatos para
este tipo de estudios. EIl MHC es un complejo de genes de los mas variables en el
genoma de vertebrados (Piertney y Oliver, 2006) y tienen un papel fundamental en
la lucha y eliminacién de patégenos. La diversidad de genes del MHC parece estar
relacionada con la adecuacion bioldgica de los individuos en una poblacion (Agudo
et al. 2012), asi como con procesos evolutivos, dentro y entre poblaciones (Sommer,
2005, Radwan et al. 2020); influye en caracteristicas bioldgicas importantes para la
viabilidad de poblaciones, tal como, éxito reproductivo, supervivencia y resistencia
a patégenos (Bernatchez y Landry, 2003; Sommer, 2005; Schewensow et al. 2007;
Wutzler et al. 2012).

Se ha planteado que la diversidad tan alta en genes del MHC, con respecto a otros
genes o marcadores neutrales, puede ser producto de seleccion balanceadora
mediados por patdgenos a través de la combinacion de tres mecanismos: ventaja
de heterocigotos, ventajas de alelos raros y seleccion fluctuante (Aguilar et al. 2004;
Sommer, 2005; Radwan et al. 2010).

Primero, la hipétesis de ventaja de heterocigotos sugiere que individuos
heterocigotos tendran una mayor adecuacién que aquellos organismos
homocigotos, especialmente si se enfrenta a multiples patdgenos (Pierini y Lenz,
2018). Esta suposicion esta basada en el antecedente tedrico que individuos
heterocigotos pueden ser capaces de detectar y presentar un mayor espectro de
antigenos impulsado por la actividad de los patégenos, esto debido al mayor nimero
de moléculas diferentes en el MHC (Bernatchez y Landry, 2003; Piertney y Oliver,
2006; Spurgin y Richardson, 2010).

Segundo, la hipétesis de ventajas de alelos raros propone que existe una fuerte

seleccion del patdgeno por superar los alelos mas comunes del MHC que les



confiere una mayor resistencia al hospedero (Lenz, 2018). Esto podria disminuir la
adecuacion de los hospederos con estos genotipos mas comunes (Bernatchez y
Landry, 2003). Por lo tanto, los alelos nuevos que surgen dentro de la poblacion
podrian ofrecer una mayor proteccién contra patégenos que los alelos mas comunes
(Bernatchez y Landry, 2003; Spurgin y Richardson, 2010). Un alelo puede disminuir
en frecuencia dentro de una poblacion debido a la evolucién de la resistencia del
patdégeno, pero una vez que se convierte en alelo raro, la adaptacion del patégeno
puede disminuir o desaparecer, causando la ventaja selectiva del alelo y aumentar
de nuevo (Lenz, 2018). Esto resulta en una carrera armamentista ciclica, donde
patdgenos y alelos del MHC fluctian en frecuencia, manteniendo la diversidad via

este proceso dinamico (Spurgin y Richardson, 2010).

Tercero, la hipo6tesis de seleccion fluctuante menciona que la heterogeneidad
espacial y temporal en el tipo y abundancia de patdégenos a los cuales son
expuestos los individuos podria mantener la alta diversidad del MHC (Migalska et
al. 2022) Si el tipo de patégeno que enfrenta un organismo presenta fluctuaciones
espacio-temporales, la intensidad de seleccion direccional en genes del MHC
también fluctuaria. Esto dara lugar a que diferentes subconjuntos de alelos del MHC
se seleccionen en un diferente punto en espacio y/o tiempo, y esto mantendria la

diversidad genética a través de subpoblaciones (Spurgin y Richardson, 2010).

Una fuerte estructura tedrica se ha establecido soportando la idea que cualquiera
de estos tres mecanismos, 0 una combinacién de estos, puede estar conduciendo
a la alta diversidad del MHC (Spurgin y Richardson, 2010; Lighten et al. 2017;
Migalska et al. 2022). Al mismo tiempo, otros mecanismos asociados a seleccion
sexual como la seleccion de pareja basados en genotipo diferentes del MHC podrian
mantener la alta diversidad del MHC (Piertney, 2006; Radwan et al. 2020). Tratar
de entender cOmo y por qué existe esta extraordinaria diversidad ha hecho del MHC
un paradigma de la investigacion en genética evolutiva y de la conservacion
(Radwan et al. 2010; Ujvari y Belov, 2011).



1.5. Estructuray funcién del MHC

La estructura y funcién del MHC ha sido bien estudiada durante los ultimos 50 afios.
Los primeros estudios sobre el MHC se realizaron en mamiferos, sobre todo
aguellos enfocados al antigeno leucocitario (HLA por sus siglas en inglés) en el
proyecto del genoma humano. El HLA es la version del MHC en humanos, esta
conformado por aproximadamente 4 millones de pares de bases) y representa la
regién mas diversa dentro del genoma humano, con alrededor de 14,000 variantes
alélicas conocidas alrededor del mundo (Robinson et al. 2016). Este se encuentra
casi en su totalidad localizado en el cromosoma 6 y se estima que cerca del 40%
de los genes expresados tienen una funcién inmune (Hess y Edwards, 2002). A
pesar de que la estructura general y funcion del MHC se ha conservado entre
vertebrados, existen grandes diferencias en la organizacion gendémica del MHC
entre los diferentes linajes de vertebrados, especialmente entre mamiferos y aves
(Kelley et al. 2005). En la mayoria de los linajes, mamiferos incluidos, los genes del
MHC estan duplicados y evolucionan de manera independiente en cada especie.
En contraste, en las aves, los genes del MHC suelen ser similares en grupos de
especies, lo que indica que las duplicaciones son recientes o un frecuente
intercambio genético entre genes duplicados por recombinacion o conversion de

genes (Hess y Edwards, 2002).

Dentro de la region genomica del MHC existen dos familias principales de
multigenes que codifican moléculas de unién-antigeno, las cuales estan encargadas
de presentar péptidos extrafios a los receptores de superficie CD8+ y CD4+ de
células T (Rock et al. 2016; Radwan et al. 2020). Estas familias son conocidas como
genes del MCH clase | y clase Il, y son esenciales para activar la inmunidad mediada
por células, por lo que, se considera que este mecanismo se originé desde que
evoluciono el sistema inmune adaptivo en vertebrados mandibulados alrededor de
500 millones de afios atras (Flajnik y Kasahara, 2010; Rock et al. 2016). Las
moléculas del MHC estan conformadas por dos dominios-Ig (inmunoglobulinas)
rematados por dos hélices alfa paralelas que descansan sobre una plataforma de

laminas plegadas beta. Esta conformacion estructural genera un region o ranura de



unioén a péptidos (sitios PBR (por sus siglas en inglés) encargados de reconocer los
antigenos derivados de patégenos) entre las hélices alfa (Piertney y Oliver, 2006;
Rock et al. 2016).

El papel del MHC es reconocer proteinas extrafias derivadas de patégenos, estos
genes codifican glicoproteinas que unen péptidos, tanto propios como extrafos, en
el interior de la célula y los llevan a la superficie para que sean inspeccionados por
las células T y las células asesinas naturales (Natural Killer; NK), para iniciar una
respuesta inmune especifica (Sommer, 2005; Radwan et al. 2020). Los genes del
MHC clase | codifican para proteinas que son expresadas en la superficie de todas
las células somaticas, excepto para ciertas neuronas y son encargan de presentar
péptidos a los CD8 de células T citotdxicas, las cuales son asociadas con la defensa
contra patdgenos intracelulares como virus (Hughes y Yeager, 1998; Piertney y
Oliver, 2006). EI MHC clase | es heterodimero y consiste en una cadena pesada
transmembrana q, y posee tres dominios extracelulares (a1, a2 y a3) y una molécula
B2 microglobulina (figura 1). La region de unién de péptidos consta de dos hélices a
que bordean una hoja 3 plegada formada a partir de los dominios a1 y a2 de la

cadena pesada (Hughes y Yeager, 1998).

Genes del MHC clase Il se expresan principalmente en células presentadoras de
antigenos del sistema inmune. Estas presentan antigenos a los CD4 de células T
colaboradoras y son asociadas con infecciones inmunes derivados de patégenos
extracelulares (Piertney y Oliver, 2006). Las células T liberan citoquinas que
disparan una respuesta inmune adecuada, la cual puede incluir produccion de
anticuerpos (Hughes y Yeager, 1998). MHC clase Il esta organizado
estructuralmente por una cadena a y una cadena [ ambas como proteina de
transmembrana. Cuenta con cuatro dominios extracelulares (similar al MHC clase
), pero dos de los dominios del MHC clase Il son formados por cadenas a (a1 y az2)
y dos dominios son cadenas 3 (81 y B2) (figura 1). La region de unién de péptido es

formada por una cadena a y una cadena 3 (Hughes y Yeager, 1998).
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura del MHC clase | (izquierda)
y MHC clase Il (derecha), PRB se refiere a la region de union de péptidos. Figura

tomada y modificada de Schumacher et al. 2017.

1.6. MHC en aves

En aves, la especie donde se ha estudiado el MHC de manera detallada es el
complejo By Y de la gallina (Gallus gallus) (Kaufman et al. 1999; Hess y Edwards,
2002). Comparado con los mamiferos el MHC de la gallina posee una region
gendmica densa de genes, cuenta con apenas 92 kb de longitud y contiene 19
genes, ubicada en el micro-cromosoma 16 con pocas copias del MHC clase | y I,
es decir, 20 veces mas pequefio que el MHC de humanos. Debido a estas
diferencias entre el MHC de humanos y de la gallina es que se le ha nombrado al
MHC de la gallina como el “minimo esencial’ (Kaufman et al. 1999; Westerdahl,
2007; Ekblom et al. 2011). Aves como el faisdn de cuello anillado (Phasianus
colchicus) y el urogallo negro (Tetrao tetrix) presentan similitud en la estructura y
funcion del MHC de la gallina. Sin embargo, otras especies de aves suelen

presentar un mayor numero de genes del MHC clase | y Il, y estas diferencias en
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estructura y funcién suelen ser mas pronunciadas dentro del orden de los
paseriformes (Westerdahl, 2007). Por ejemplo, la evidencia sugiere una fuerte
seleccion del MHC clase | en paseriformes, mientras que, en aves no-paseriformes
la seleccion actia con mayor presion en el MHC clase Il (Minias et al. 2018a).
Indicando, que la dinamica para ambos MHC es controlada mayormente por las
presiones de patdgenos intra y extracelulares, que afectan de diferente manera a
aves paseriformes y no-paseriformes, asociadas a las historias de vida, tamafo
corporal o diferencias en tasas de evolucién entre estos dos grupos de aves (Alcaide
et al. 2013, Minias et al. 2018b).

En el orden de los paseriformes encontramos un alto numero de genes y de mayor
tamafo comparado con el de la gallina (Westerdahl et al. 2004b). Por ejemplo, se
han reportado hasta 3,500 alelos del MHC clase | en el Carricero Comun
(Acrocephalus schoenobaenus) con un promedio de hasta 36.3 alelos por individuo
(Biedrzycka et al. 2017), mientras que, en la Mascarita Comun (Geothlypis trichas)
se encontraron alrededor de 1,000 alelos del MCH clase Il y un promedio de 27.7
alelos por individuo (Bollmer et al. 2012). Por otra parte, se ha reportado
pseudogenes (genes no funcionales) para el MHC clase | y Il en paseriformes,
mientras que, en el MHC de la gallina no se han reportado pseudogenes
(Westerdahl 2007). En aves rapaces se reportd que la arquitectura y complejidad
de genes del MHC | se encuentran mas estrechamente relacionados a la de la
gallina, siendo el complejo clase | en rapaces simple y compacto, con un bajo
namero de loci clase | (de uno a dos) en comparaciéon a paseriformes donde se ha
reportado hasta 33 loci en un mismo individuo (Biedrzycka et al. 2017). De manera
general, el MHC en paseriformes es mas complejo en términos de duplicacién de
genes y diversidad que en aves no paseriformes, con un mayor nimero de genes,
intrones grandes y la presencia de pseudogenes (Westerdahl, 2007, Alcaide et al.
2014; Minias et al. 2018b).

En el orden de los Charadriiformes (aves playeras, gaviotas y asociados) existen

pocos trabajos sobre el MHC. Un estudio sobre los patrones de polimorfismos del
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MHC en la Becacina Real (Gallinago media), encontraron que el nimero de genes,
la longitud de las secuencias en los intrones y exones son intermedios entre
aguellos de la gallina y los paseriformes (Ekblom et al. 2003). Cloutier (2012)
provee la primera informacion acerca de la organizacion a nivel de genoma del MHC
de los Charadriiformes y sustenta la compleja historia evolutiva de la organizacién
del MHC en aves. En la caracterizacion de los genes del MHC clase | en Calidris
canutus, se reportd 36 alelos en tan solo ocho individuos y evidencia de seis genes
funcionales del MHC clase | en un solo individuo, esta alta diversidad del MHC en
esta especie es sorprendente (posiblemente explicada por la variabilidad genética
de las seis subespecies reconocidas y sus migraciones de largas distancias), sobre
todo cuando se tiene en cuenta el bajo tamafo efectivo poblacional con el que
cuenta esta especie (Buehler et al. 2013, Conklin et al. 2022). Por su parte, Pardal
y colaboradores (2017) caracterizaron el MHC clase | en la Aguja Colinegra (Limosa
limosa) mostrando que la diversidad y divergencias del MHC clase | en esta especie,
es similar a lo antes reportado en otras aves del orden de los Charadriiformes, con
hasta cuatro loci (2 a 7 alelos) por individuo y un maximo de 47 alelos provenientes
de 84 individuos (Pardal et al. 2017).

1.7. El MHC en genética de la conservacion

El nivel de impacto causado por el ser humano trae consigo consecuencias
ecoldgicas y genéticas en las poblaciones de vertebrados y sus patégenos. La
degradacion de hébitat y la variacién de las condiciones climaticas son factores
determinantes en la distribucion, trasmision y desarrollo de patégenos (Sommer,
2005). Contar con niveles de variabilidad altos en el MHC es esencial por el
potencial para responder ante nuevos desafios de patdgenos y asegurar la
supervivencia a largo plazo de una especie (Bernatchez y Landry, 2003; Sommer,
2005; Ujvari y Belov, 2011; Hoelzel et al. 2019); se ha observado que los genes del
MHC estan asociados a la variacion en la carga de parasitos, adaptacion local,
interacciones madre-feto y éxito reproductivo. Ademas, también se ha demostrado
gue el MHC influye en la eleccién de pareja, en funcion de lo que puede proveer a

las crias de un repertorio adecuado del MHC (Ujvari y Belov, 2011).
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Estudios en el Demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii) ha revelado la
importancia de comprender mecanismos inmunes asociados al MHC para la
conservacion de esta especie. Durante las Ultimas dos décadas, esta especie ha
desarrollado un tumor facial y sus poblaciones han enfrentado importantes
disminuciones (Siddle et al. 2007). Un grupo de investigadores han encontrado que
las células del tumor facial no expresan moléculas de superficie celular del MHC,
debido a una baja regulacion de genes que son primordiales para las vias y
transportadores asociados con el procesamiento de antigenos (Siddle et al. 2013,
Caldwell y Siddle, 2017). Conocer la estructura del MHC en esta especia, ha
ayudado en desarrollar terapias inmunes y vacunas para ayudar a recuperar y
conservar a este iconico marsupial de Australia. En otro estudio realizado en
Pinguinos de las Galapagos (Spheniscus mendiculus) en el que se caracterizé y
comparo la diversidad del MHC con otros sietes especies de pinglinos, se encontré
gue esta presenta los niveles mas bajos como consecuencia de una historia
demografica con reducciones severas en tamafio poblacional (cuellos de botella)
asociadas a eventos El Nifio a través de cientos de afios (Bollmer et al. 2007).

Se sabe que entre algunas especies con tamafio poblacional reducido o niveles
bajos de diversidad genética neutral el MHC exhibe niveles altos de polimorfismo
(Winternitz y Wares, 2013; Schwason et al. 2019). Aguilar y colaboradores (2004)
realizaron un estudio en una poblacion de zorros de la Isla de San Nicolas (Urocyon
littoralis dickeyi), en esta especie se ha reportado que no existe variacion genética
en marcadores neutrales como microsatélites, y se piensa que esta nula variacién
en genes neutrales es debido a la reciente disminucion de sus poblaciones —en la
Isla de Santa Catalina la poblacién disminuyé de 1,000 a 10 individuos en una sola
generacion a causa de una enfermedad, caso similar con la poblacién de San
Nicolas—. Sin embargo, en este estudio encontraron altos valores de
heterocigocidad en cuatro de cinco loci muestreados (0.36, 0.000, 0.62, 0.57, 0.33)
del MHC, estos valores fueron similares a los encontrados en las poblaciones mas

grandes, en otras islas, de esta especie (Aguilar et al. 2004). En el Chita (Acinonyx
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jubatus), se encontré que a pesar de que la diversidad alélica para ambas clases de
MHC es baja, la especie es capaz de mantener un nivel de diversidad alélica lo
suficientemente divergente para brindar proteccion contra patdégenos (Schwason et
al. 2019). Estos estudios, permiten sugerir que la seleccion es capaz de mantener

la diversidad del MHC a pesar de fuerte deriva genética.

Como la seleccion actia a escala espacial, brinda informacién acerca de procesos
y el grado de adaptacion local de poblaciones silvestres (Gonzalez-Quevedo, et al.
2016). Genes del MHC han sido utilizados como marcadores moleculares para
estudiar la variacion genética a escala geografica (Bernatchez y Landry, 2003). En
el Guppy (Poecilia reticulata) un estudio realizado en dos islas de origen geoldgico
similar, separadas entre 10,000 a 15,000 afios. Se encontré que en la isla de mayor
tamafio presenta una mayor diversidad alélica respecto a la isla mas pequefa
(probablemente dado por una menor disponibilidad de rios y bajas densidades
observadas en los rios de la isla de menor tamafio). A pesar de compartir algunos
alelos entre las poblaciones en ambas islas. También, se encontrdé que existen
alelos locales del MHC en ambas islas, esto se podria ser explicado por una alta
tasa de "nacimiento” de alelos o a una alta probabilidad de retencion (Herdegen-
Radwan et al. 2021). En un trabajo sobre la variacion geogréafica del MHC en la
Becacina Real (Gallinago media) se encontré una estructura geografica a gran
escala en el MHC de clase Il entre regiones ecolégicamente diferentes, la cual se
atribuy6 a la adaptacion local hacia ciertos patdégenos (Ekblom et al. 2007). Por otro
lado, el analisis de marcadores genéticos MHC ha permitido inferir el origen y la
conectividad migratoria entre poblaciones de aves, demostrando el uso de estos
genes como una herramienta poderosa para la trazabilidad de organismos silvestres
(Rodriguez et al. 2011).

Las reducciones en el tamafio de las poblaciones suelen ser causadas por procesos
demograficos estocasticos antes que por causas genéticas (Lande, 1988; Allendorf
y Luikart, 2007). Sin embargo, estos cambios en el tamafio poblacional afectan la

composicidbn genética, ya sea mediante procesos demograficos o como
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consecuencia de una respuesta selectiva (Allendorf y Luikart, 2007; (Pertoldi et al.
2007). Pese a la importancia de la variacion genética en términos del potencial
adaptativo, la interaccion entre la diversidad genética, la demografia y los factores
ambientales no se ha comprendido del todo en poblaciones silvestres (Wright,
2014).

Conocer los niveles de variabilidad genética nos permite evaluar si especies
amenazadas presentan baja diversidad como resultado de disminuciones en
poblaciones o cuellos de botellas, lo cual, podria incrementar la susceptibilidad a la
extincion (Marsden, 2010). Pero, ademas, el uso de marcadores genéticos del MHC
proporciona un mejor conocimiento acerca de la variacion adaptativa, lo que permite
evaluar el efecto de la seleccion, conocer sobre la adaptacion local, la adecuacion
biolégica y entender su relacion con el potencial evolutivo en poblaciones silvestres
(Marsden, 2010; Radwan et al. 2020).

1.8. Chorlo nevado (Charadrius nivosus) como modelo de estudio

El Chorlo nevado (Charadrius nivosus), es una especie de ave playera del orden
Charadriiformes, de talla pequefia (15-17 cm largo, 30-48 gr) y nativa del continente
americano (Kupper et al. 2009), algunas poblaciones reproductoras del interior de
Norte América suelen migrar en su totalidad hacia zonas costeras como California
y Baja California, mientras algunos individuos de poblaciones reproductoras
costeras suelen presentar individuos que migran e individuos que permanecen todo
el afio (Page et al. 1995).

Su distribucién esté bien documentada para Norte América y comprende desde la
costa del Pacifico en el Sur de Canada hasta México, incluyendo el Golfo de
California, asi como la costa del Golfo de México y las planicies y zonas altas del
centro de Estados Unidos y México (Thomas et al. 2012). Sin embargo, se sabe
gue existen también poblaciones reproductoras en la costa del Pacifico en Centro y
Sudamérica hasta Peru (figura 2). Su distribucién es amplia pero discontinua, debido

principalmente a la dependencia del uso de costas y cuerpos de agua salinos, que
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en muchas zonas han sido afectados negativamente por las actividades humanas
(Thomas et al. 2012). Para Norte América se estima una poblacion de 23,500
individuos, mientras que especificamente para México son aproximadamente 2,400
individuos reproductores y, actualmente, sus poblaciones se encuentran en declive
debido a la degradacion y pérdida de habitat por el desarrollo humano y especies
invasoras (Page et al. 2009; Thomas et al. 2012). Debido a lo anterior, el Chorlo
nevado se encuentra sujeto a proteccion por las autoridades de Estados Unidos
(Page et al. 2009) y las autoridades mexicanas (NOM 059 ECOL 2010).

El Chorlo nevado presenta un sistema de apareamiento poligamo, en el cual las
hembras de muchas de las poblaciones, y con menor frecuencia los machos,
desertan de sus primeras nidadas pocos dias después de la eclosion de las crias
con la finalidad de buscar una nueva pareja (Warriner et al. 1896; Page et al. 2009),
Dejando el cuidado parental a cargo de uno de los padres (frecuentemente los
machos). Generalmente, el tamafio de nidada es de tres huevos y con menor
frecuencia dos huevos (Page et al. 2009). Las crias son precociales y dejan sus
nidos a las primeras pocas horas de haber eclosionado, por lo que enfrentan
ambientes hostiles casi inmediatamente después de su eclosion. Los padres guian
a sus crias a territorios donde se alimentan por si solas, estos territorios de
alimentacion suelen ser abiertos o con vegetacion esparcida, y las familias y sus

crias pueden ser seguidas facilmente (Kupper et al. 2010).

Algunas poblaciones de Chorlo nevado han sido monitoreadas durante las Ultimas
décadas. Ambos sexos tienen alta fidelidad a los sitios de reproduccion y un alto
porcentaje de las crias regresan como reproductores a sus sitios natales en afios
subsecuentes (Stenzel et al. 2011; Kupper et al. 2012). Un estudio realizado por
Funk y colaboradores, logré identificar tres subespecies. Pero, no encontraron
evidencia de estructura genética para las poblaciones de Norteamérica (nivosus),
indicando un elevado flujo entre poblaciones de Norteamérica. No obstante, se
evidenciaron diferencias genéticas entre las poblaciones del Caribe (tenuirostris) y

Sudameérica (occidentalis) con respecto a las poblaciones de Norteamérica (Funk et
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al. 2007). Recientemente, un estudio donde se utilizaron cuatro tipos de marcadores
genéticos reafirmo las tres subespecies propuestas por Funk y colaboradores. Sin
embargo, este estudio aporta evidencia que los individuos de Florida estdn mas
relacionados con poblaciones de la subespecie nivosus (Oeste de Norteamérica) y
no con tenuirostris (Caribe), como antes se les habia asignado a las poblaciones de
Florida (D’Urban Jackson et al. 2020). Como resultado, tenemos representados
cuatro demes en este estudio, con las poblaciones de Florida considerandose como
parte de la subespecie nivosus del Este en Norteamérica (D’Urban Jackson et al.
2020).
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Figura 2. Rango de distribucion del Chorlo nevado (gris obscuro) y los cuatro demes

identificados por el estudio de D’urban Jackson y colaboradores. La identidad de los
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demes es dada por los colores (azul: nivosus del Oeste, azul claro: nivosus del Este,

rojo: tenuirostris y amarillo: occidentalis). Tomado de D’urban Jackson et al. 2020.

Desde el 2006 se ha llevado a cabo esfuerzos de monitoreo e investigacién en una
poblacion reproductora del Chorlo nevado en el noroeste mexicano (Cruz-Lépez et
al. 2017). Gracias al esfuerzo de captura de adultos reproductores y crias se ha
logrado marcar cerca del 95% de los individuos que se reproducen en el area. Cada
individuo ha sido marcado con una combinacién Unica de anillos de color y un anillo
metalico con cédigo Unico, lo que ha permitido dar seguimiento a lo largo de la
temporada reproductiva anual y entre temporadas. Este seguimiento a largo plazo,
ha permitido registrar diferentes parametros demograficos y obtener datos sobre la
historia de vida de ~ 95% de los individuos reproductores. Adicionalmente, en esta
poblacion se han obtenido muestras de sangre para cada individuo capturado

(adultos y crias) desde el 2006.

Durante los ultimos afios se ha logrado establecer una red de trabajo del Chorlo
nevado en Norte América, contando con la participacién de nueve grupos de trabajo
en México y uno mas en Estados Unidos. Esto ha permitido cubrir en su mayor parte
la distribucion del Chorlo nevado en Norte América y contar con muestras genéticas
para las poblaciones bajo el escrutinio de esta red de monitoreo. Ademas, la
colaboracion con otros grupos de trabajo en Estados Unidos, el Caribe y
Sudamérica permitié la obtencién de muestras de ADN practicamente a lo largo y

ancho de su distribucion.

Se ha documentado que muchas de las poblaciones del Chorlo nevado presentan
disminuciones a lo largo de su distribucion en Norte América (Page et al. 2009),
pero se desconocen los efectos de estas disminuciones en los niveles de
variabilidad genética de la especie. Conocer la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones es importante para evaluar su estado de conservacion y disefiar o
adecuar los planes de manejo de especies en alguna categoria de riesgo,

particularmente cuando se usan marcadores genéticos que podrian estar
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relacionados directamente con la adecuacion biolégica de los individuos de una

poblacion.

La mayoria de los trabajos de investigacion sobre el Chorlo nevado provienen de
poblaciones de Estados Unidos y se sabe muy poco de esta especie en otras
regiones. Por ello es necesario obtener informacion sobre tendencia poblacional y
la variabilidad genética de genes adaptativos como los del MHC, con lo que se
podria saber si estos genes estan relacionados con la adecuacién biolégica
individual en una especie que se encuentra amenazada, practicamente en todo su

rango de distribucion.
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Objetivos de la tesis

Objetivo general

Investigar como factores demogréficos y genéticos podrian estar asociados con la
historia de la dinamica poblacional del Chorlo nevado, una especie de ave playera

gue presenta disminuciones en gran parte de su rango de distribucion.

Objetivos particulares
1. Evaluar como las diferentes tasas vitales y estrategias reproductivas afectan los
cambios en el tamafio poblacional y la viabilidad de una poblacion de Chorlo nevado

en la region neotropical de Norteamérica.

2. Caracterizar el Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase 1y Il, para indagar
en los procesos evolutivos que pudieran estar moldeando la variabilidad y

arquitectura de los genes inmunes (adaptativos) en el Chorlo nevado.
3. Investigar como diversas medidas de variabilidad genéticas o alelos especificos

del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase | y II, se relacionan con la

supervivencia y reclutamiento en crias de Chorlo nevado.
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Capitulo II. La dificil situacion de un Chorlo: Viabilidad de una importante poblacién

de Chorlo nevado con cuidado flexible de sus crias en México.

Chapter Il. The plight of a plover: Viability of an important snowy plover population

with flexible brood care in Mexico.

Medardo Cruz-Lépez, Luke J. Eberhart-Phillips, Guillermo Ferndndez, René
Beamonte-Barrientos, Tamas Székely, Martin A. Serrano-Meneses, Clemens
Kupper.

Este capitulo fue publicado en Biological Conservation, 209: 440-448 (2017)
https://doi.org/10.1016/j.biocon.2017.03.009

Resumen

Las poblaciones de aves playeras suelen depender de habitats de humedales, por
lo cual son consideradas importantes indicadores de la salud de los ecosistemas.
Las poblaciones que residen en latitudes bajas contindan siendo muy poco
estudiadas en comparacion con poblaciones de latitudes altas. En este trabajo
utilizamos censos y observaciones detalladas de comportamiento, en combinacion
con modelos especificos para cada etapa de vida, para predecir la trayectoria
poblacional de una poblacion de Chorlo nevado (Charadrius nivosus) en Bahia de
Ceuta, Sinaloa, México. En Norteamérica esta ave playera se encuentra
amenazada y con evidencia de que muchas de sus poblaciones estan
disminuyendo. El modelo matricial estocastico empleado para la poblacion de Ceuta
exhibié un ajuste muy bueno al historial de observaciones en campo y sugiere que
la poblacion se encuentra en un sumidero, con una probabilidad del 99,8% de
extinguirse en 25 afos. La supervivencia aparentemente baja de los adultos y que
disminuyo a lo largo del periodo de estudio, probablemente como consecuencia de
exito reproductivo reducido y/o a la emigracion permanente asociada a la
degradacion del habitat, fue el factor de mayor impacto en la trayectoria de la
poblacién. Recomendamos acciones urgentes de manejo del habitat para hacer
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frente a la volatilidad de los niveles de agua y aumentar el éxito reproductivo de los
individuos en este sitio tan importante para la especie. Reconocer los efectos
relativos del cuidado flexible de las crias sobre la adecuacion bioldgica individual y
la dinamica de la poblacién plantea un intrigante dilema para la conservacion.
Observamos que el sistema de cuidado parental flexible del Chorlo nevado afecta a
la supervivencia de las crias: las nidadas abandonadas por hembras poliandricas
poco después de la eclosion presentan una supervivencia significativamente menor
gue las nidadas no abandonadas o las abandonadas tardiamente; en general, las
hembras que desertaron criaron menos volantones que las hembras que cuidaron
la nidada. En conjunto, nuestro estudio revela una variacion insostenible en la
dinamica de las tasas vitales locales. Para comprender cdmo contribuye esta
poblacién a la dinamica fuente-sumidero regional, futuras investigaciones deberian

evaluar la importancia de la inmigracion y la emigracion entre poblaciones vecinas.
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Charadriiiz nivnsus
Pepularion viahiling
Feproductive suocess
surviva |

Farenial can:
wetland conservation

Shore bird populations olten raly vn wetland babitats, for which ey are considered unportant indicators of eoo
system health. Populations residing at lows latitudes remain vastly understudied in comparison with pepulaticns
from high latitudes. Here we use detailed behavioural and demegraphic abservariens during all life stages in
combinarion with stage specific mndelling m predict the populartion trajecrory of a snowey plover (Chomdrins
wivosis ] population al Babia de Ceota, Sinaloa, Mexico. In Morth America this shorebive is threatened, with
anany menitored populaticns declining, Our stochasue matcix mode] for the Cauta po pulation, wlich cosely
matched our field chservarinns, suggests thar the papulation is a sink with 0 9985 prebahilicy of going extincr
weillinn 25 weears, Lisew apparenl adull sorvival, which declined over time presumably because ol pooe reprodoctive
anccess and,/nr permanant emigrarinn in response o habitar degrad arinm, had rthe largest impace on the popula-
lon irdjeclory., We reeommend urgent habital management actions (o address solatile water levels and hoenee
increase reproductive success of s species al Lhis important breediong, site. Acknowledging (he melatve allecls
afflexible hrond care on individual fitness and popularinn dynamics presencs an intriguing dilemma for conser
wation. W louned that the lexible parental care system ol sooagy plovers alTecied chicle survival s roods deser el
Ty polyandrous fomales carly after hatching had sionificantly lower survival than broods not desertod or those
deserted late. Owerall, deserting females raised fower Qedglings o Uus populaton dan fomales thal cared,
Taken together. our study reveals unsustainable variation in lacal vital rate dynamics. To understand how this
popularion contribures ta regional source-sink dynamics, furare research should evaluate the impartance of im-
nugration ard crmgration amomg neighhour

e presprualation <

& 207 Published hy Elsevier Trd.

1. Introduction

shionw population declines depend on coastal habilals such as wetlands
(MABCL, 2016, Most shorebirds (order Charadritformes ) rely heavily

Wetlands cover appraximartely 6% of Earth’s surface and harhour
high levels of hindiversity (Junk et al, 20137, Recent estimates suggest
that = 50% of wetlands worldwide have been lost, which will detrimen-
tally affect the diversity and persistence of wetland biota (Zedler and
Kercher, 2005). For example, 406 of North American species that

= Cowrrespomelimg authors,
F-madl pddresses: moruaiolaicmyl unam,mx (M. Crez-Lapes), cleppeninrm.mpede
1 Kiipper).
! Thess authors conmribured equally.

hitbpe s dsed g 10. 10165 hiocnm, 200 7.03.008
D00G-320740 2017 Published by Elsewier Lud.

on wetland hahitats for food, reproduction and survival meaning thar
their populations are important indicators of wetland health worldwide
(Thomasetal., 200&]. Habitat loss and degradaton, predation, and inva-
sive species comperition are identified as key threars to shorebird pop-
ularions {Cruz et al,, 2013) with low chick and adule survival negarively
impacting breeding populations [Koivala et al, 2008; Larson et al,
2002; Rickenbach et al, 2001].

Most information on shorebird population dynamics comes from
breeding populations in emperate and arctic zones of the northern
hemisphere (Bart et al., 2007; Laaksomen and Lehikoinen, 20173;
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Thomas et al., 2006; Lindseram et al, 2005 By contrast, chere are only a
few studies from tropical and subtropical reeding papulations, which
are rypically lacared in developing countries where monitoring is less
well established. Wetlands in these regions alten harbour the highest
Tevel ofbiodiversity [Sekercioglo el al, 20012, Moreover, human popu-
larions are projected to increase particularly in the coastal zones of de-
ng counl Metmann el al, 20157, which will further increase
pressures on these wetlands and shorebind populations,

The snowy plover [(Charadrins nivosus) is a near threatened
shorebird narive to the Americas (Kipper et al, 2009; BirdLife
International-1UCH, 20160, 10 1s ane af the least abund ant sharebirds m
Morth America (estimated population size: 25,869) with many popula-
tions in decline and requiring intensive management (Thomas et al.,
20121, Ceastal snowy plover populations are especially at risk due to
the threat of rising sea levels cavsed by climate change [Aiello-
Lammens et al., 201 1), Mexico harbours 9% of the encire North Ameri-
can snowy plover population (Thomas @0 al, 2002 and they oocur ina
variety of habitats from the Pacific coast to the Gulf of Mexico
[DeSucre-Medrana et al, 2011; Galindo-Fspinesa and Palacios, 201 5;
Wellink ef al, 2009]. The snovey plover has been listed as federally
‘threatened’ in Mexico since 2010 [SEMARNAT, 20100,

Snowey plovvers exhibit a flexible mating system, dominated by fe-
miale polyandey and uni parental male care CWarriner of al, T98G7. Typ-
wcally, females desert broods remate with a different male; somelunes
cvendispersing Lo ather siles n the hreeding season tooscarch for
new mates (Stenzel et al, 19947 Maling system and sex-biases can
influence population growth dynamics via reproductive constraints
an the limiting sex (Bessa-Gomes et al, 2004), A recent study
suggesls hat tus pelyandrous mating systen s dreiven in parl by an
adult sex rario bias caused by male-biased survival (Eberhart-Phillips
eral 2017

Since parental care improves affspring survival and reproductive
success [(Clumon-Groclk, 1991], variation in parental care may have se-
vere implicarions on pepulation dynamics. Far example, vanation in pa-
rental care may alTect offspring survival (Szekely and Cuthill, 15899, a
major vital rare thar is impomant for popularion growth. Yet this varia-
tion is largely ignored when as 1@ prpulation viability. Quantifying
the costs that desertion hason Ksurvival provides an important first
step Lo understand how individual behavieur medulates population

ve survey conducted in 2007 concluded that one off
maost impartant snowy plover breeding populations in Mexice is locatod
ar Bahia de Ceuta (hereafter “Cewuta”), Sinaloa, a coastal wetland
protected by the RAMSAR convention (Thomas et al., 2012), The
snowy plovers at Ceuta are polyandrous (60% of fermales mate with
more than one male per seasen, including first year breeders), and
the population has a male-biased adult sex ratio estimated from
surveys and population matriz modelling (mean ASR: 0.60-063,
Carmona-lsunza er al, 2011 7; FEherhare-Phillips er al, 2007 ). Mean local
lenure of snowy plovers is 2.7 years and the oldest individual recorded
ar Ceuta is ac least 10 years old. Since annual menitoring efforts com-
menced in 2006, the popularion has shewn dramatic fluctuations in
population » prohably caused Ty annual variation in envirommental
conditions and habirat changes. The main hahitat change documenred
was [he 150 m expansion ol mangrove vegetation. This expansion in-
creased sedimentation of the substrate, which in tuen redouced the
waler storage capabilities of the sall Qats amd evaporation ponds
where the plovers breed.

Iy Lhis study, we aimed to quantify the viability of this pepulation.
Using seven years of detailed broeeding surveys wie (1) investigated tom-
poral variation in the breeding population size and nesting activity, | 21
identified factors explainimg variation in survival during eriteal life
stages, (3] evaluated che effect of parental desertion on offspring surviv-
al, (4) forecasted rhe threar of extinction, and (5] conducted sensitivicy
analyses that highlichted the maost importane vital ratos concributing to
past and future populatdon changes.

2. Material and methods
2.1, Srudy arca

e studied snowy plovers breeding af Ceuta, a sulitropical Tagoon
[annual average temperature: 23.3 °C annual average precipilation:
473 mm] surrounded Ty mangrove forests. Ceula is localed on Che
coastal plain of Sinalea in northwest Mexice (23°54°M, 1067577W,
Fig. 1a). The plovers concentrate brecding mainly on salt flass chat con-
tain a number of abandoned evaporation ponds. This habitat | hereafter
“flats™) is chavacterised by open substrates with sparse veselation. The
breeding season starts when flood warer recedes at the beginning of
April and concludes usuvally by mid-July when rains and high tides
flond the flats again. In droushe years ar ar the end of the broeding soa-
samn, plovers have been ohserved nesting and tending broods in a section
of the lagnon norchwest of the main study area where water hodies are
accessible throughout the hreeding season o snowy plover Families
[CK, MC-L, unpublished data). This area is separated from the flats by
a stretch of mangrove forest (Mg, 1k).

22 Data collection

We monitored plovers daily between April and July from 2006 unidl
2012 vsing methodolooy described by Székely of al (2008, We used a
car and mobile hides o search B nests, identilfying inculaling plovers
with binoculars or scopes. The coordinates of each nest [ 4 3 m) were re-
corded with a hand-held GP5 device (Garmin, USA). For each nest, we
estimated laying date and caleulated hatching date by oating the
cgos in lukewarm warer assuming an incubation period of 25 days
[Fiersma and Wiersma, 199%), Clutches were revisited every 3-5 days
and we documented causes of nest failure (i.e. depredated, flonded,
abandoned, or unknown ). After 20 days, we visited clucches daily to
mark chicls hefore they left the nest.

Addults were capturad using a funnal trapduring tha incubation peri-
ol and marked witha metal ring and a unigue colour combination of 3—
4 darvic rings. Adult sex was estahlished using plurmage, malecular and/
or behavioural characler incze et al, 20170 We regularly resighted
Landed plovers w decument individval movements and susvival within
and beoween yvears, Most chicks (90%) were captured in the immediate
vicinity of the nest al halching day, and 43 of chicks were caplured and
marked ab opportunistic encounters with their parents. All captured
chicks were marked with one metal and one colour ring, which allowveed
us Lo individually identfy them based on their colour ring and the
unique ring combinaction of cheir tonding parents (Székely ot al.,
20081 e resighted broods approximarely every other day o monitor
daily survival over the course of the hreeding season. Active hroods
were followed for a period of 25 days since hacch, after which we as-
sumed fledging (earliest fledging cccurred at 22 days, ClX unpublished
data). Foreach hrood resighting we recorded the identity of the rending
parent and the chicls present (Szélely and Cuthill, 1999, We classified
hroods as deserred if one of the parents was not present in two consec-
utive encounlers thal wera at Teast one day aparl. We calculated the de-
sertion date as the mean date between the Tast date that both parents
were seen attending the brood and the first date that anly one parent
was iending the chicks, We searched the study area exlensively Lo con-
firmn that missing broods had not moved elsewhere and concluded that
the last unfledgead chicks had died il the lending parentls] was sesn
alone and did not display any alarming behaviour when we approached
iL.

2.3 Slatistical anolyses
241, Population rrends

We evaluated emparal trends using soneralized linear models
[(GLMs). The annual number of nests, number of male and female
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breeders captured were vsed as response variables using a quasi-
Poisson distribution and log link function to account for overdispersion.

To assess within and between year trends in reproduclive suceess,
we used a generalized linear mixed model (CLMM) to describe annual
variation in the number of fledglings per hreeding male and female.
The models were ficted with a Poisson distribution and a log link func-
tion. Only chicks with known fates (i.e. fledged or died) were used for
this analysis. Standardised hatch date of brood per male and year
were filled as fixed effects. Since some males had more than one nest
within a year, we added male ID as a random effect to account for the
non-independence of siblings. The GLMM was constructed using the R
package “Ime4” {Bates et al,, 2015).

We lested whelher causes of nesl failure changed over the Lime in
the study site by employing log-likelihood ratio tests {G-test) with a
Bonferroni correction (Blackmer et al, 2004). In a separate analysis we
tested whether the cause of nest fatlures differed between early (2006
and 2007 ) and later years (2011 and 2012) of the study.

2.3.2. Vital rate estimation

We estimated five stage-specific vital rates describing important
Iransitions in life history (Fig. 1¢). These included egg survival (dy, prob-
ability that an egg will hatch). chick survival (¢, probability of a chick
fledging), fledgling survival {¢y. probability that a fledgling raised in
year t will recruit into the adult population in year r + 1), adult survival
(s, annual survival and retention ol adults in the population), and fe-
cundity (R, annual average number of eggs attended by an adult male).

To quantify vital rates, we employed mark-recapture models, which
account for temporal and stage-specific variation in encounter and sur-
vival probabilities, imperfect detection of marked individuals during
surveys, and the inclusion of individuals with unknown fates. We con-
ducted egg and chick survival analyses separately from their respective
survival analyses of fledgling and aduits because of differences in the
temporal duration of encounter intervals {i.e. 25 days vs. one year, re-
spectively; Fig, 1¢). Chicks that were known to have died before fledging

were nol included in the analyses of fledgling and adull survival, All sur-
vival models were constructed with the R package "RMark" {Laake and
Rexstacd, 2008), and subsequently analysed using maximum likelihood
estimation in program MARK [White and Burnham, 1999).

Daily nest survival {DNS) was estimated based on variation in DNS
as a function of year, nest initiation dare, and nest age including all rel-
evant two-way additive and interactive combinations {Table S1}. The
DNS parameter estimate of the top model was raised to the power of
25, the incubation time, to transform DNS (o apparent hatching success.

We estimarted daily chick survival (DCS) using Cormack-Jolly-Seber
models with ene-day encounter intervals modelled as a Tunction of
year, hatch date, and age, We first assessed the most appropriate struc-
lure of encounter probahility (p) by fitling the three alorementioned
variables and evaluating their AAIC. support while holding DCS con-
stant (Colwell et al., 2013). We then estimated variation in DCS as a
function of all relevant two-way additive and interactive combinations
of the three variables considered [Table $2). The DCS estimale of the
top madel was raised to 25, the brooding period, to transform DS to ap-
parent fledgling success. We estimated annual apparent survival of
fledglings and adults using a similar appreach but used one-year en-
counter intervals. We maodelled apparent survival as a function of age
{i.e, Medgling or adult) and year, with additive and interactive combina-
tions included (Table S3).

2.3.3. Influence of parerial care on chick survival

We used survival records of chicks to determine the mfluence of
temporal and behavioural covariates on survival by employing Cox pro-
portional hazards mixed regression models {CPHMs) implemented in
the R package “coxme” {Therneau, 2009). By fitting brood 1D as a ran-
dom effect we accounted for non-independence ol chick survival of
the same family. Chick death was the terminal event. Chicks that
reached the fledging age or families with unknown chick fates were
censored [Kipper et al,, 2010). Our covariates of the initial model in-
cluded desertion age (i.c. age of the oldest chick at which one of parents
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ahandoned the brood ), standardised hatching date, and body mass of
chicks at hatching. We removed nonsignificant terms during, model
simplification. Tn CPHMS, the statistc of interest is the hazards ratio
oxp (3), which provides a direct measure for the difforence in death
hazard between groups; when exp (3 = 1, the harard decreases,
whereas it increases when exp i) = 1 { Rivers eral, 2012, For graphical
presentation only, we split covariates ol interest into Dwo groups thal
describe the age of desertion (<7 and =7 days, respectively . We chose
this cut-off hased on ohservarions that the first weele is critical for
chick survival since (1) 47% of chicks with koown fate died during the
first seven days and (i) 77% of brood desertions accurred within ong
weel after hacch (MO-L & CK, unpublished daca).

234, Papulation viahility

Mopulation viabilicy and extinclion risk were assessed using projec-
rion matrix madels (Caswell, 20011, Dur population projection marrix
mislel is described by the equation;
mic 1) — Antey
wehere [is anannual lime step, mis avector ol the population discribuled
across lile stages and the 2 = 2 malnx A s expressed as:

1] R’ )
( e <y dy
wehere transition probahilities (dg) beoween lile stages are survival of
eaas (g, chicks (), fledglings (de), and adults (). Fecundity (R) is
annual average per capita number of eggs attended adult males. We im-
plemented both deterministic and stochasric versions of the matrix
model, The deterministic model used a matrix built from the seven-
year averages of each vital rate whereas the stochastic model incorpo-
raled annual variation in vital rales by using year-specific matrices o
maintain the covanation structure among viral rates.

To assess the validily of our model structuce, wee van the stochastic
simulation with a starting pepulation structured the same as what
weas observed in 20006 (e, N = 454, Ny = 204) and projected 10,000
iterations aver the 7-year perind. We then compared the distribution
of final pepulation sizes from the sinulation o te actual population
size recorded in 2012 (Fig. S1a). We also visually inspected the distribu-
rons of the coefficient of annual variacion (CV) and the final populatien
sizes ol all iterations in the simulation by comparing them with the ols-
served coelficient of annual vartation and fual population size observed
in the population over e 2006 1o 20012 study period (Fig. S1b).

We evaluared population viahilicy using rthree common merrics: 1)
deterministic population growth, 27 stochastic extinction probalility,
and 37 a sensitivity analyzis of population srowrth (A) o changes in
vilal rates, We calculated determmistc populaton growth as the dorm-
inant eizen-vector of the deterministic matrix (Ao w2 ). Stochastic
papulation extinciion risl was eslimated by prajecting the current paop-
ulation into the future with a randomly draven matrix for each annoal
Limne step. We ran 10,000 iterations of the stochas e simulation, with
each annual marrix (Le. Ay, Asas, ... Aoniz) being randomly dravm
with an equal probability at cach time step. We estimated extinction
prohabiliny by determining the proportion of irerations thar hir popula-
Livn size of bwoat 10, 25, 50, and 100 years alter e last year of study,
W caleulated the deterministic sensitivites and elasticities of lambida
to lower-level vical rates using partial derivatives, All statistical analyses
and population viahility models were conducted using the R version
“Supposedly Educational™ (R Core Team, 20161 AIImeans are expressed
witly + one standard crrer (SE) o standlard deviation [SD. We provide
all compurer code and documentation as a POF file written in
Rmarkdown [Supplementary Material Appendix &) together with all
raw datasets needed to reproduce the analysis [ Supplementany Material

Appendix B)L

3. Results
3.1 Popudation trerds

Amral of 231 fermales and 215 males were individoally marked and
659 nests were monitored. The number of hreeding females (GLM: 3 =
— 01758 = 0046 SE, (5 — — 3862, " — 0.0117, breeding males (8 —
—0.165 — 0.042 5L, ts = — 3.871, F = 0.011] and nests {3 = —0.196
+ 0045 5F, tg = — 4341, P = 0,007 declined ower the study period re-
ducing the population size (ron 204 i 2006 (o 58 breeding adults in
2012, A decline was also detected by the deterministic mateix model
(h = 1L.839), The stochastic matrix model predicted an average final
population size 0 52,12 = 3509 5D (Fig. 51a). The average coefficient
of variation of all 10,000 iterations was (61 = (.31 5D, compared to
an coefficient of variation of 0,42 observed between 2006 and 2012
(Fig, §1h].

2.2 Tewporal patterns of reproductive success

The average number of fledglings per male (0.980 — 0.073 5E) did
nolb vary significantly over the study period (GEMM: 3 — —0.017 &
0041 SE 2 — — 0423, P — 0673 ). Nordid this vary annually for females
(3 =0014 = 0043 SE, 7 = 0327, P = 0744). Males hreeding early in
the season had significantly more fladglings than those breeding larer
in the season (1,153 = 0085 SE vs 0471 = 0,179 SE, respectively;
= —0457 — 0,105 SE, & = —4.346, P < 0.001). Likewise, fomales
with early bronds produced more fledglings (3 = —0.582 — 0,110 5E,
F— — 5288, P=0001).

3.2 Nestz fare and surmival

Wariation in DNS was best describied by aninteraction belwesn -
poral variatien berween and within years (wy = 0.92, Table S1). DNS™
varied over the study perind with a maximum of 0.706 in 2009, a min-
imum of 000001 in 202, and an average of 0453 — 008 SE (Fig. 1d7.
Thwe fate of nests | Le. sucoessiul vs, failure) cllanged over Lhe study perd
ol (G-Lest: & — 1382, df — 6, ' — 0,030, with more successul nescs in
early years compared o latter years. The causes of nest failure also
changed over time [ G-test (= 683100 = 3, = 0001 ) with predation
bemg the most common cawse of Lailure i carly vears and flooding
being the maost common cause of faflure in late years,

3.4, Chick survival and brood desertion

Over the seven year study period, only five chicks known to have
survived the firsh week evaded oo captone efforcs, In ocal we marked
#95 chicks, with 310 (3465 chicls dying helore fledging, 229 (25.6%)
fledeged, and the fate of 356 (39.82) chucks were unknown, DCS was
hest described by an interaction herween temporal variation hetaeen
anl within years (Table 5327, this model received masimunm support
(e — 1) Average DCS™ was 027 — 0.08 SF (Fig. 1), with desertion,
harch dare, and year being strongly assaciated with chick survival, De-
serfion increased chick deach harzard by 8% per day (Fig. 2, CPHM: 3 =
—0.076 — 0.014 5E, £ — — 549, "= 0.001]). Females thal deserced the
first brood before the chicks reached an age of al least one week pro-
duced significantly fewer fledelings than females that stayed to care
far this period (09000 = 0.075 SE vs 1666 £ 0.172 SE, respectively;
GLMM: 2 — — 0,728 — 0168 5E, £ — — 4285, = 0.007 ). Chick survival
alse decreased over the breeding season (3 — 2,016 + 0.144 5E, 2 —
13.99, P=0.001) and decreased 17% per vear over the study peried (3
= —075 = 0.040 SE. 72 = — 437, P= 0,001, Body mass al hatching
did not affect the surcival of the chicks (3= —0211 £ 0138 5F 7 =
—1.53, " — 0130}
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Fig 2 survivalof snowey ploseer chicks from hatching o fledging in relation to desertion by
one of the parents at Ceuta. Black line illustrate chick survival of brood s where ene parent
deserted within seven dayys ol hatching, whensas Che grey line represents chick sumival ol
hroewls wehere hoth pareniy cared o ar least seven days,

3.5 Fedgling and adull sumvival

Wariation in annual survival was best described by life-stage {ie.
Medgling ar adull) and year [wy = 0.99; Table 530 The maximum Medg-
ling survival was 0.52 becween 2009 and 2010, the minimum was 0.09
Between 2000 and 2071, and the average was 0213 = 0066 SE (Fie.
Ld ). The maximum adult survival estmated was 0.753 berween 2006
anel 2007, e miimunm was 0275 between 20171 and 2012, aned te av-
erage was QU503 + 0,073 SE ( [z, 1d).

2. Papudation viahility

Our stochastic matrix projection model forecasts a rapid decline in
the Ceura breeding population in line with the nbsernved dynamics in
the population (Fig. 3a). According to our model, the population has a
47.5% probability of extnction within 10 years after 2012, 99.8% within
25 years, and a 1008 chance of extinction in 50 years (Figs, 3band 52).
The sensitivily analysis revaaled that population grswih rate was miast
sensitive to perturbarions in adult survival (Fig, 300, whereas egg, chicl,
fledgling, and fecundity all had equal elasticities [Fig. 3d and e).

4. Discussion

Our shudy reveals that sublropical resident shorebivd populations
may face similar problems as those at higher latitudes. Long-term mon-
iroring of this populatien showed a strong decline by =70% between
2006 and 2012 and it i5 likely that the decline already starced before
our study. Based on the observed vital rares, this population is predicred
Loy gy exlincLwilhin 25 years if no conservation measures are underlak-
en. Similar declines of other snowy plover pepulations have been ob-
served in the United States (Cobwell et al, 2000; Page ef al, 1997;
Saalfeld el al, 20037, In Mexion, a study carvied ool in Baja Califirnia re-
ported a decline of 42% between 1991 and 2008 [ Galindo-Espinosa and
Palacios, 200151, The growth rate was below replacement in our popula-
tion but slightly higher than the other well-studied populations [ 1um-
Boldr, California: & — 077, Mullin e al, 20000 The Humbaoldt
population has been maintained by strong immigration [Cberhart-
Phillips and Colwell, 2004% and similarly, imimigration at Ceuta slhowed

down the decline with annual immigration rates of 15=77% [or males,
and 28-77E for famales (O % MC-L, unpuldished data).

Apparent nesting success at Ceula was higher than maost other
snowy plover popualations withool predator contral foewhich compara-
ble data are reperted (0.20 to 0.32; Cllis et al., 2015; Galindo-Espinosa,
2015; Hardy and Colwell, 2012; Saalfeld et al,, 2011] and comparable
to those where lethal predaror removal has been enforced (0.24-0.60;
Lauten et al., 2014; Powell er al, 2002; Stern et al, 1990), A likely expla-
mation for the ebserved high nest survival s e absence of avian nest
predators at Ceuta (Stoddard et al., 2016], which are the major cause
of nest failure in other populations (Calwell et al, 2017; Ellis et al,
2015 Powell et al., 2002). Causes of nest failure varied over the seven-
year peried, with predation contributing most failure in early years,
and Mooding being most significant in later years, Flooding and severe
weather events have also been responsible for nest failures in other
snonay plover populations (Ellis el al, 2015; Saalfeld et al, 20171,
Sexson and Farley, 2012 ). At Ceuta and the surrounding region, range
shifls in the natural vegelation are tightly linked o agri- and agqua-cul-
tural development, which has affected water flow, tidal drainagze, and
spatio-temporal regimes of flooding and sedimentation (Alonso-Mérez
el al., 20037 that have also affected the nesting behaviour of plovers,
We observed that plovers moved to areas of the breeding site where
water levels and therefore foraging opportunities are higher. However,
in these areas [he risk of nest Nocding is alse higher, For example, in
2012 when most plovers nested in this area, 35% of all nests were
flonded during a single spring tide in early June Thuos, this newly
colonised area may serve as an ecological trap for nesting plovers,

Im conlrast to the high nest survival, chick suvival at Ceula was low
in comparison with most other plover populations | Caclin et al., 2013,
Cobwell et al, 2007; Stenzel eral, 2007, In l:llmrvr.'i, chick ||1[J|'[.||i|:,I I
aften influenced Ty habitat ype and quality, predation, and parental
care [(Colwell et al, 2007, Seékely and Cuthill, 1999), Similar bow chick
surival 15 o for Beach nesting plovers (Catlin et al, 2003, Colweall
etal, 2007) whereas the main habitar at Ceura is a mudflac Chicl mor-
Lality alse [requently varies temporally (Székely el al,, 2004, Verhulst
and Nilsson, 2008]. At Ceuta the number of fledzlings per male did
nel change annually but decreased with time over the breeding season
as reparted from other bird populations [Verhuolst and Milsson, 2008),
The seasonal decline has been explaimed with deterioration of envimon-
mental conditions and food availability over (he Draading season, 41
Ceurta, dererioration is caused by the rapid evaporation of water,
which reduces the availability of accessible wer foraging habicac for
chicks, This effect may have been compounded Dy habital changes in-
duced by sedimentation [ both natural and anthropogenic) and changes
in the Bydeological regime al Ceuta (Alonso-PMéree e al, 20030,

Chicl: survival increases with age, wich the lowest probabilities of
survival occurring during (he Arst week alter hatch (Colwell el al,
2007; Loegering and Fraser, 1995; Szekely et al., 2004). This sugzests
thar young chicks depend on parental care for thermoregulation, pred-
alor avoidance, and defence from aggressive conspecifics (Colwell el al,
2007; Koszrolanyd et al, 2006). We found that desertion of one parent is
refated toochick survival, with hiparental broods surviving better than
uniparental broods when controlling for seasonal effects, [However,
oo desertion may also increase the averall productivity of the popuo-
lation since deserting females have the opportunity to preduce more
offspring than females restrained to care for their first brood. Snowy
plovers rarely have clulches containing more than three egos, Therefore,
by deserting broeds and pairing with a second or third male, females
can mare readily produce more offspring, Notably, females that
deserted hroods within [he first seven days alter hateh did nel prodoce
more fledglings locally chan females rhat cared. It is possible that
deserting females that left Ceuta and bred elsewhere were maore suc-
cessful. However, at least locally, desertion did not benefit individual re-
productive suceess noe did 0 inerease Aedgling production at the
population level and currently appears to be maladaplive. We suspect
that seasonal variation i habitat guality could contabute to this result,
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hecause hiparental care is shown to increase brood sumvival especially
whan the envirenmental gquality is lew and/or compatition e re-
sourees 15 high (Koszloling el al., 2006; Seékely and Cathill, 199911
is unclear whether and how the flexible hrood care system of snowy
plovers contrbutes to population productivity and che species’ conser-
vation risk. Acknowledging the relative effects of flexible brood care
on individual fitness and populadon dynamics presents anineriguing di-
lemima for the conservation and management of such species and re-
quires further worl.

Juvenile survival at Ceuta was lower than that reported from any
other plover population in MNorth America so far. [stimates across
snowy plover populations of the Pacific coast ranged from 040 to 0.46
(Ml et al, 2000; Steneel etal 2007 USPWS, 2007, Estimating juve-
nile survival is challenging given that fledged juveniles frequently dis-
perse, Forexample, juveniles may move to other sites nearlby, which
are poorly monitored, Notably there have been no reported juvenile im-
migrants from Ceuta at a menitored population -~ 200 km South of Ceuta
(Carlos Villar, personal communication). As reported in other shore-
birds [Sandercock, 2003), we found that adult survival was higher
than juvenile survival although it was decreasing over the years, Aver-
age apparent adult survival at Ceula was lower than most rates reported
fromm other snowy plover populations (Palon, 1994; Saalleld et al, 2013
or ether plover (Foppen et al., 2006; Sandercock et al., 2005,) wich the
exceprion of the Humbeldt population, which had similar low apparent
adult survival rates [Mullin et al., 20107,

The population vialality analysis sugzested thal apparent adualt sur-
vival is the limiting demographic parameler for population growth,
Adult survival showed the highest elasticity, which implies chat it has
e wreatest affect on population change (Larsen er al, 2002,
Sandercock, 2003 ). However, it is important to note that our estimate
ol apparent survival includes both roe survival and permanent emigra-
tion, We did nol observe any dead individoals nor were there any re-
ports of environmental or epidemiological disturbances that could
alfect adult martality. Hence the steady decline in apparent survival is
likely the result of permanent emigration, perhaps in response
consistent low reproductive success or habitat degradation, Water
availability during the spring arrival time to breeding area has
heen shown to influence regional fdelity rates in snowy plovers, with
A decrease inosite Adelivy Tollowing Tow water levels [Saallald e al,
2013), In addition, plovers are long=lived site faithlul animals but poor
breeding success may proveke adults to abandon the bresding
site and thus reduce their site fidelity between years (Haas, 1998;
Porneluzi, 2003].

W have knowledge of neighbouring populations or suitable habitat
for breeding plovers within a 200 km radius or Ceula, however, only one
of these locations has been resularly monitored. At this site, only a few
miarked emigrants from Ceuta have Teen resighled, and only once have
we documented a marked immigrant originating elsewhere [ MC-L& CK
unpublished data ). To fully grasp adult movement ameng these sites, a
region=wide monitoring effort is needed. Snowy plovers have a Aexible
breeding biology thar is characterised by long-distance breeding dis-
persal (Stenzel el al, 19940 This is particularly the case for polyand oo
plover females, which can breed at multiple distant sites (Kupper et al.,
22 Morsover, every year we newly banded a large number of un-
marked adules despite having marked nearly all hatchlings in che previ-
ous season. Taken together, this suggests that substandal adult
moverments occur regionally. Therefore, itis plausible that an improve-
ment af the vital rates for eggs, chicks and espedally juveniles at Ceuta
will imprrove the reltention of adulls in (e pepalation and hence in-
crease population groweh.

Retaining adults in a population is a challenging rask in avian conser-
vatien, since these individuals are highly mobile. One feasible approach
could be to merease the per capila reproductive success of the Ceula
population by managing water levels at an optimal level Tor nest and
chick survival. Local retention would also serve as social information
to attract prospective immigrants to increase the size of the hreading

population and improve overall future reproductive success and hence
jropulation viability (Anthony and Blumstein, 2000; Blumstein, 200100,

In conclusion, our findings reveal that one of the most important
hreeding populations of snowy plovers in Mexico has low vital rates
and is in severe decline. We suggest that habitar degradation is the prin-
cipal reason for the decline, Urgent conservation management actions
should first aim to improve chick and juvenile survival by addressing
the fluctuating water levels ar Ceuta, Abandoned evaporation ponds
areideal hahitat for hreeding plovers hut require active management,
which occasionally provides new conservation dilemmas. For example,
the water channels feeding the ponds have been blocked by
encroaching mangrove vegetation, a plant that is protected under Mex-
ican law and illegal to remove. A possible solution would be to pump up
ground water using a wind mill and floed the pends during the breeding
sedson=—a restoration strategy [hat would not interfere with consena-
tion and local agriculture, In time this could increase the retention of
breeding adults, a life-stage identified in our models as being most im-
portant for population growth. Improving the situation for breeding
snowy plovers will benefic other ceastal wetland specialists and there-
fore generally increase ecosystem heallh,

Decisive actions are alse needed at other levels since predictive
models ol human devalopment forecast an ever-incraasing pressure
on coastal ecosystems (Meumann etal., 20015) and the pattern of declin-
ing breeding populations of snowy plovers suggest that suitable habitacs
in Mexico are becoming less and less, meaning that emigrating plovers
face similar threats elsewhere i the region. Around Ceuta, we have
witnessed large scale deflorestation of federally protected mangrove [or-
ests combined with illegal beach development. We expect that these
disturbances will put fuether pressore an e Tocal snowy plover o-
lation, which are not yer capeured by our current models. Taken togeth-
er, we anticipate a genuine risk that the protected RAMSAR site of
Sistema Lagunar Ceula will quickly Tose this iconic hird species, Given
the wulnerability of snowy plovers to the consequences ol climate
change {Aiello-Lammens et al, 2007] the Tocal extinciion of the Ceula
population would severely hamper the intensive international effores
to recover the species.
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The following material can be downloaded [rom the GitHub reposi-
tory found here: heops://github.comy/leberharcphillips/ Ceuta_snowy_
plover_I"Va.

Appendix A Rharldown POF file containing all computer code and
documentation o reprodoce all analyses presented in the pape

Appendix B, Four datasels containing the raw dala wsed inoall
analyses.
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Resumen

Comprender la estructura y variabilidad de loci adaptativos como los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es uno de los objetivos principales
de la investigacion en genética evolutiva y de la conservacién. Tipicamente, los
genes clasicos del MHC muestran un elevado polimorfismo y estan sometidos a una
fuerte seleccidén balanceadora, ya que sus productos desencadenan la respuesta
inmunitaria adaptativa en vertebrados. Aqui evaluamos la diversidad alélica y los
patrones de seleccion para los loci del MHC de clase | y clase Il en una especie de
ave playera amenazada y con un comportamiento de apareamiento y de cuidado
parental muy flexible, el Chorlo nevado (Charadrius nivosus), a lo largo de su
distribucion geografica tan amplia. Determinamos la diversidad nucleotidica y alélica
para los genes del MHC clase | y clase Il utilizando muestras de 250 individuos de
ocho poblaciones reproductoras de Chorlo nevado. Encontramos 40 alelos para el
MHC clase I, con individuos portando de dos a siete alelos (media de 3,70), mientras
gue para el MHC clase Il se observaron seis alelos, con hasta dos alelos por

individuo (media de 1,45). La diversidad fue mayor en la region de unién a péptidos,
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lo que sugiere una seleccién balanceadora. El locus del MHC clase | mostré sefiales
mas fuertes de seleccion positiva y negativa que el locus del MHC de clase Il. La
mayoria de los alelos estaban presentes en mas de una poblacién. Los alelos
privados ocurrieron en frecuencias muy bajas, excepto para los alelos del MHC
clase | en una poblacion insular (Puerto Rico, linaje tenuirostris). EI Chorlo nevado
presenta un nivel intermedio de diversidad en el MHC, similar a lo observado en
otros Charadriiformes. Las diferencias observadas en los patrones de seleccion
entre los loci de clase | y Il concuerdan con la hipétesis de que distintos mecanismos
conforman la evolucién de las secuencias de los genes del MHC de clase | y clase
Il. La rareza de los alelos privados entre poblaciones es congruente con la ausencia
de estructura genética evidenciada previamente en estudios con marcadores
genéticos neutros en la especie, consecuencia de una elevada dispersion natal y
reproductora (dispersion a poblaciones vecinas para tratar de incrementar el acceso

a nuevas parejas).
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Abstract

Background: Undersianding the structure and varizbility of adaptive lod such as the major histocompatibility
complex (MHC) genes is a primary research goal for evoluticnary and conservation genetics. Typically, classical MHC
genes show high polymorphism and are under strong Balancing selection, as their products trigger the adaptive
immunz response in vertebrates. Here, we assess the allelic diversity and patterns of selection for MHC class | and
class Il loci i a threatered shorsbird with highly flexible mating and parental care behaviour, the Snowy Plover
(Choradius rifvosus) across its broad geographic range.

Results: We determined the sllelic and nudeotide diversity for MHC dass | and class | genes using samples of 250
individuals from eight breeding population of Snowy Flovers, We found 40 alleles at MHC class | and six allsles at
MHC class [, with individuals carrying two to seven different alleles (mean 3.70) at MHC dass | and up @ two glleles
(mean 145) at MHC class |l Diversity was higher in the peptide-binding region, which suggests balancing selection.
The MHC class | loous showed stronger signatures of both positive and negative selection than the MHC cClass ||
locus. Most alleles were present in more than one population. If present, private alleles generally occurred at very
low frequendies in each population, except for the private alleles of MHC class | in one island population (Fuerto
Rico, lineage reniimosiis),

Conclusion: Snowy Plavers cxhibited an intermediate level of diversitg at the MHC, sirnilar o that reparted in other
Charadriiformes. The differences found in the patterns of selection batween the class | and [l loci are consistent
with the hypothesis that different mechanisms shape the sequence avolution of MHC dass | and class || genes, The
rarity of private alleles across populations is consistent with high natal and breeding dispersal and the low genetic
structure previously observed at neutral genetic markers in this species,

Keywards: Major hisiccompatibility complex (MHC), Balancing selection, Peptide-kinding region (FER), MHC class |,
MHC clase 1, Private alleles, Charadrivs
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Background

The genes of the major histocompatibility complex
(MHC) are crucial for the immune response in
vertebrates |1, 2], Their encoded proteins are involved in
presenting antigen derived [rom pathogens (o immune
cells, which then trigzer a cascade of immune responses
[3, 4. Because of their tunctional importance and the
direct link between MHC diversity, fitness and individual
behaviour [3, 5], the MHC has been the subject of
ecological  and  evolutionary  studies  ranging  from
assessing individual survival and mate choice to the
l)f'l)'l‘.f\_"'\-ﬁff."i
management [6-10]. Adaptive genes, which are directly
associated with individual fitness, are important for
population viability and hence conservation [2, [1]. The
loss of adaptive genetic diversity has been associated
with an increase in the risk of extinction, especially in
species with low population sizes [11]. The maintenance
of MHC diversity is crucial lor pathogen resistance,
which represents one of the principal selective lorces
impacting fitness and long-term survival of endangered
species [2, 12].

MHC genes display the highest degree of polymorph-
within genomes |5, 13]. Pathogen-
mediated selection results in positive selection and the
substitution of amino acids in the codens of the
peptide-binding region (PBR), as well as balancing
selection including heterozygote advantage, frequency-
dependent selection and fluctuating selection [2, 4, 14].
Recently, a number of studies showed that the evolu
tionary dvnamics of the MHC genes is driven by high
rales of recombination, duplication and  conversion
[15 17]. Through these processes populations can re
spond to a great number of antigens [10, 17]. The
MHC genes are divided into two principal classes: class
I, which is I‘L‘.‘il}ﬁﬂhi"}]l’: for immune defence againsl
intracellular pathogens such as viruses, and class LI,
which is responsible for dealing with extracellular path-
ogens such as bacteria and nematodes [2].

The number of MHC genes varies between and within
species |10, In manumals, MHC genes are organized
into a dense genomic region and are characterized by
complex arganization and many psendogenes, leading Lo
extraordinary genetic diversity, For example, in huimans
approximately 9000 class 1 alleles and 3000 class 1T
alleles have been described [18]. Tn birds, the structure
and organization of the MHC region varies nol only

of speciation  and  practical  conservation

ism vertebrate

between, but also within the same family [9]. Some
aroups, such as chicken Gallis gaflis and some hirds of
prev, have an extraordinarily compact MHC region
(coined as the “minimal essential® MHC, [19, 20]).
However, other galliform species have duplications,
leading to many MHC alleles [21, 22]. In conlrast, in
Passeriformes, the MHC shows a complex architecture,
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and is frequently composed of multiple expressed loci
and pseudogenes [1, 23, 24]. Other groups of birds, such
as the Charadriifformes, appear to have a diversity and
complexity intermediate between chicken and Passeri-
formes [25, 26]. The dilferences in the number and
organization of the MHC genes in vertebrates might be
best explained by different evolutionary dyvnamices in the
birth and death of genes [27]. Here, new genes are
g&nemled by (']ul)|i1‘.;ll.im1, with some dnughl.ér' copies
conserving their function while others are inactivated or
eliminated from the papulation [10, 27].

Within the order Charadriiformes, study of the MHC
have so far been restricted to three families: Alcidae,
Laridae and Scolopacidae. These studies revealed consid-
erable differences in the diversity and organization of
the Charadriiform MHC [16, 25, 26, 28, 29]. To investi
gate which mechanisms generate and promote MHC
evolution and diversity |9/, studies in more phylogenetic-
allv distinct families are required.

We investigated the diversity and organization of the
NMHC in the Snowy Plover Cheredrviis nivoss, a mem-
[30]. Until
Plovers were lumped with Kentish Plovers Choredrins
alexandrinus and considered to be a cosmopolitan
species, but the analysis of genetic and phenotypic traits
has shown that the two species are separate and that
Snowy Plovers are characterized by low genetic diversity
at neutral genetic markers [31-33]. Three Snowy Plover
lineages are commonly recognized and distinguishable
with genetic markerss Western Snowy Plovers (C
nivesis) in North America, Cuban Snowy Plovers (C i,
fesuivosteis) in the Caribbean, and the Peruvian Snowy
Plover (. s oceidesdalis) in South America [31]. Coastal
populations in particular have declined throughout the
range and now require active conservation management
[34-37]. Here, we develop markers for MHC class T and
class 1l genes to examine adaptive genetic diversity in
Snowy Plovers, Our study has four aims: First, we
characterize functionally essential regions of the MHC
class [ and class 1l loci to provide novel genetic markers
for studving adaptive diversity in this species. Second.
we investigate the genetic diversity (number of segregat

ber ol the Charadriidae recently, Snowy

ing sites and nucleotide diversity), evolutionary distance
aidd type of selection acting on MHC class I and class 11
alleles. Third, we compare the diversity of MHC classes
I and 1T with the respective diversity observed in other
Charadriiformes. Finally, we describe the patlern of di-
versity across the geographic range and test for the pres-
ence of private alleles within Snowy Plover populations.

Results

MHC class I exon 3

We discarded 32 samples because they did not pass
the quality filters or because they did not have the
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minimum number of reads per amplicon. Among the
218 remaining samples from eight populations, we
found a total of 40 alleles. Five alleles (long alleles’
Chni-UA*I2 to 16) showed a 3-bp insertion at
position 178 180 (amino acid position 60 in  the
alignment] in the a2 domain, relaining the correct
reading frame. Meanwhile, the remaining 35 alleles
(short alleles; Chni-UA®0L to UA'LL and Chni-
UA*L7 o UA%O0) did not show this insertion. The
alignment of exon 3 displayed five of the eight highly
conserved amino acid (peplide main-chain) sites in
birds (amino acids: TIKWYY, Fig. 1). Alleles Chni-
UA'0L to UA’10 had an amino acid substitution at
the second of these conserved siles (N for I,
whereas in alleles Chni-UA®17 o UA®2Zl the lourth
site was substituted (C for Y). Four of the 18 highly
conserved intra- and interdomain contacts described
in verlebrates [33] were presenl, and none of these
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Allelic diversity

We found two to seven alleles per individual (¥ = S0
3.70 1L 0.92), which suggested thal we oblained alleles
from up to four loci, assuming heterozygosity, We de-
lecled up lo three non-classical alleles in 216 of 218
samples. The number of alleles did not differ belween
individuals across populations (Table S1). However,
we lound differences in the number of alleles per
population, with populations Nayaril and Puerto Rico
showing fewer alleles than the other populations
{Table 52). Long alleles were less common among the
218 individuals genotyped, with only 23 individuals
displaving one or two long alleles, whereas the short
alleles were present in all individuals, Chni-UJA®21L
was Lhe most common allele and detected in 173
individuals (83.5%), followed by Chni-UA*20 in 102
individuals (492%) and Chni-UA*30 in 69 individuals
(33.3%]). All individuals genolyped had al least (wo

showed a polymorphism. alleles. Most individuals (48.3%) had four alleles,
-
A + 4 mm - - - + -4+t - -
| | lIll :I’ T T .I‘ i 1I‘ T T | II’ T

Chni-UA®,*02 WOGCOLLEDGSTROYWAE A YDOGRD 1 AFDVDTMTFTAADTGAQI THRMWEED -G T YORAVLERK
Chni-UA*03 AP~ . e PRI D- -
Chni-UA*04 salafae e R E.ocuninn L- aHa -
Chri-UAT D5 BB . . E.oouniin - Ha -
Chni-UA*06 i~ . . E.ocvuins L- R -
Chrl-uADT CELE L . . E.ocuniin D- B -
Chni-UA*0E, 02 [~ B . . E.ocvninn D- Fa -
Chrl-UA™D B EL . . E.ocuniin D- B -
Chni-UA*11 I~ . . E....H...D- B -
Chnl-uaA™ 2 L . . E....K., .El .E -
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24.6% had three alleles, 13% had [ive alleles, 11.6%
had two alleles, 2.4% had six alleles and 0.9% had
seven alleles.

Diversity and inference of selection

The average nucleotide diversity (1) for the complete
sequence was similar among the three lineages, ran-
ging from 0.05 to 0.07. Populations at Nayarit and
Puerto Rico showed the highest levels of nucleotide
diversity, the nucleotides distance and average nucleo-
tide diversity at PBR sites, whereas populations at
Utah, San Quintin and Ceuta had the lowest levels of
nucleatide diversity (both complete sequence and PBR
sites) and nucleotide distance (Table 1), Within all
populations, PBR sites showed higher diversity than
non-PBR sites, suggesting balancing selection al these

Table 1 Diversity at MHC class | exon 3 in the Snawsy Plover iCharadnus aivosusl. Segregating sites of aming acids 15,,).
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sites (Table 1). Bavesian analvsis ol selection ([FUBAR:
Fast Unconstrained Bavesian AppRoximation) identi
flied six siles (sites 7, 23, 25, 58, 66 and 69) under
positive selection and 11 sites (sites 1, 6, 16, 27, 28,
3%, 41, 46, 64, 80 and 85) that displaved diversity pat-
terns consistent with negative, purifying selection (Fig.
la). Sites with purifying selection were exclusively
located in the non-PBR region. Also, differences in
nonsvnonvmous substitution rate and synonvmous
substitution rate (dN/dS) suggested stronger positive
selection at PBR sites in comparison with non-PBR
sites (Table 1]. Among genetic lineages, C. . ternir-
ostris (Puerto Rican population) showed the lowest
level of positive selection. Using GARD (Genelic
Alpgorithm for Recombination Detection) we found no
evidence for recombination amang the 40 alleles.

average

nucleatide diversity (m), evolutionary distance of nuclectide sequences () and amino add sequences (dhy). The measures of

diversity, and the synorymous and non-s

separately for the PER ano non-PRR sites within each population. The number of genoryped indi

number of samples that passed the quality filters (7} are shown, To have comparable measures of d

any mous substitution rates, were caloulated for the complera sequence (21}, ana

als per population (W and rhe
versity we randomly selected 15

allele sequences for each population, with the exception of Nayarit and Puerta Rico, where we found only 13 and 4 allelas,

respectivily
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Comparisan and phylogenetic relationships with other
Charadriiformes

Average nucleotide diversity and number of segregation
sites were lower than those reported from Red Knot,
leelandic  Black-tailed Godwit and Red-billed Gull
{Table 2; Figure S1). Nevertheless, the dWN/dS proportion
at PBR sites was higher for the Snowy Plover, indicating
stronger positive selection at these sites in comparison
with the other three charadriiform species.

As in Red Knols and Red- hilled Gulls, we found alleles
with putatively non-classical functions ameng the Snowy
Plover alleles, These non-classical alleles (Chni-UA®L7
to UAT21) formed a well-defined cluster in the phylo-
genelic network (Fig. 2a) and showed a low level of
polymorphism (Figs. la and 2a). Non-classical alleles
were present in 216 of 218 samples. These alleles
clustered together with the Red-billed Gull non-classical
allele  Lase-UDA®03 in  the neighbour-joining tree
(Fig. 3a).

MHC class II: exon 2
We discarded 36 samples, as they did nol pass the
quality filters. In total, we found six alleles across 214

Table 2 Caomparizon of genetic diversity af MHC class | exon 3
in four different charadriiform species. Segregating sites of
aming acids (5.0, nucleotides (5., and average nucleotide
aiversity (m), from 21 sequences randomly chosen by 2ach of
these species, Diversity indices and the synonymous (4% and
non-synony mous g substitution rates were calculated for the
complete sequences (A1), the FBR and the non-PBR sites
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individuals of eight populations. We found no more than
two alleles per individual (X £ SD: 145+ 0.50), which
suggesls that we genolyped only one locus. The most
commoaon allele was Chni-DAB?*01, which we detected in
171 individuals (749.9%), whereas the least common allele
was Chni-DAB03, present in four individuals (1.9%).
Most individuals (55.6%) were homozyvgous.

Diversity and inference of selection

The nucleotide diversity (i) Tor subspecies nivosus and
pecidentedis were similar, with the PBR sites r'-,hrru.-ing
higher diversity in comparison Lo the non-PER sites,
suggesting that halancing selectiom could be acting at
PBR sites (Table 3. The Bayesian site-by-sile lest in
FUBAR suggesled positive selection for one sile (sile
82), and puritying selection for two sites (sites 17 and
73, Fig. 1b). Sites with purifying selection were exclu-
sively located in the non-PBR region, The analysis of
rates of changes dN/dS indicated positive selection for
the PBR sites in comparison to non-PBER sites for the
aivasis and oceidentalis subspecies (Table 3). All feawie-
osiris samples were homozvgous. GARD identified one
recombination breakpaoint, which wag located at position
222, When we re-ran a codon-specific model for the
nan-recombinant fragment of the sequences, our results
remained unchanged.

Diversity and phylogenetic relationships within the
Charadriiformes

The average nucleotide diversity of Snowy Plovers (ir=
0.06) was well within the range of diversity observed in
other Charadriiformes (range 0.02 lo 0.15, Table 4
Figure 51). This was also true for the nucleotide diversity
at PBR sites (Table 4). The phylogenetic network and
the neighbor joining tree showed two distant allele
groups for MHC Class 11 (Figs. 2b and 3h). The
neighbour-joining tree showed that MHC class 11 alleles
of Snowy Plovers (Chini-DAB) were located on a differ
ent branch than most other charadriiform MHC 1
alleles identified so far (Fig. 3b).

Geographic pattern of MHC diversity

We found that 25% of alleles were private alleles for
MHC class T and 16.7% private alleles Tor MHC class 11
For MHC class L, Snowy Plover populations from Utah,
Ceuta and Puerto Rico showed private alleles (Fig. 4a).
For Utah, four (Chni-UA03, 04, 31 and 37) of 30 alleles
were private, for Ceula, four (Chni-UA*25, 28, 32 and
33) of 34 alleles were private and for Puerto Rico, two
(Chni-UA“05 and 17) of nine alleles were private, Other
populations lacked private alleles (notably the Peruvian
population of the subspecies oecidentalis) bul showed
similar numbers of alleles (Sann Quintin: 23 alleles, Naya-
rit: 13 alleles, Texcoco: 19 alleles, Flarida: 17 alleles and
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Pern: 18 alleles). With the exception of the island popu-
lation af Puerto Rico (lineage temuirasteis), private alleles
generally ocourred in low frequencies (Fig. 4). At MHC
class 1, there were no private alleles within lineages
termdrostris or occidentalis, Only the Ceuta population
had a private allele (Chni-DABE*03), and we [ound all six
alleles i this population. The other populations had
three to five alleles, except for Puerto Rico, where we
detected only one allele (Fig. 4b).

Discussion
In this study, we developed new MHC markers that
amplified with high success exon 3 of MHC class 1 and
exon 2 of MHC class 11 in the Snowy Plover, a shorebird
species of high conservation concern. This allowed us to
examine adaptive genetic diversity at this important
locus in the family Charadriidae and provides novel and
useful markers for future studies in other Charadrius
species, Surveying both MHC classes in more than 200
individuals from eight populations, we report dilferences
in allelic diversity across both MHC classes, with neacly
seven times as many alleles at MHC class 1 than at
MHC class 1. The genotypic variation in individuoals
suggests that the markers amplified four highly similar
loci for MHC class 1, as we registered up to seven alleles
at MHC dass 1, whereas a maximum of two alleles per
individual is consistent with amplification of a single
locus at MHC class 1L

Our network analvsis suggests the presence of classical
and non-classical genes among the amplified MHC class
I loci. Non-classical loci have evolved rom classic MHC
genes Lo perform specific tasks in the lmmune recogni
tiom [39]. Five alleles (Chni-UA*17 to 21), formed a well-
defined cluster in the phylogenetic network, which is
characteristic  for non-classical alleles. Non-classical
alleles have also previously been described in other
(Red-billed Gull: [2Y9]; Red Knot: |25]).
Consistent with expectations derived [rom other non
classical alleles, these five alleles showed a low level of
polymorphism [40, 41]. Four alleles were only differenti
ated by synonymous substitutions, whereas the fifth
allele, found only in the Puerto Rico population, deviated
in a single amino acid substitution. We observed that
two of three non-classical alleles Lasc-UCA®D] and
Caca-UUA®35 clustered with the classical alleles of their
respective species Red-billed Gull and Red Knot. This
suggests that they may have evolved through recent

shorebirds

duplications that have occurred after the divergence of
the species in this tree. By contrast, Lasc-UDA®03 and
the Snowy Plover non-classical alleles may have been
created through a more ancient duplication event.

We observed a second well-defined cluster in our
phylogenetic network at MHC class L this cluster
corresponds to five alleles (Chni-UA *12 to 16) that
shared a 3-bp insertion. The observed insertion kept
the reading frame intact, presumably preserving their
function. Contrary (o the non-classical alleles, these five
alleles with a 3-bp insertion show a higher nucleotide
diversity, including several non-synonymaous changes
belween these live alleles, suggesting these alleles have
classical functions. In birds, insertions are less frequent
than deletions in MHC genes, and it has been suggested
that insertions have a reduced adaptive advantage [42],
However, some insertions may contribute to adaptive
MHC variation due to possible changes in the PBR [42,
43|, Unlike the MHC class L. the six alleles at MHC
class 1T Tormed an undifferentiated cluster, wilth both
synonyvimous  and  non-synonvimous  substitutions
present. Together, with the observation of no more
than two alleles per individual, we concluded that our
markers amplified a single classical MHC 1T locus.
When we compared the nucleotide diversity at the PBR
sites, we found that the MHC class | showed moder-
ately higher wvalues of diversity (0.16 £0.03) than at
MHC class 11 (0.12 + 0.03), This result may be a conse
quence of having amplified four loci at MHC I and only
one locus at MHC 11

For both MHC classes, we observed that the number
of sites under negative (purilyving) selection was higher
than sites under positive (diversifving) selection when
we considered the full sequence. As PBR sites are inter-
acling directly with the antigens derived from pathogens,
it is expected that these sites are subject to stronger
positive  diversifving selection  than non-PBR  sites,
Consistent with this, we found that sites with signatures
of purifving selection were predominantly non-PBR sites,
whereas five of the six sites under diversifving selection
in the MHC class T and in one site at MHC class 11
corresponded  to PBR Similar - pallerns  were
observed in another shorebird, the Icelandic Black-tailed
Godwit [26], and shown in a recent comparative study
ol selection al the avian MHC [42].

Our finding that more sites showed signatures of posi-
MHC class 1l

siles.

tive selection at MHC class | than at

50



Cruz-Ldpez et al. GMC Evolutionary Biology (2020) 200114

Page @ of 16

Table 3 Diversity at the MHC clazs || (segregating sites of amino acids (5,,) and average diversity of nucleotices ()} and
evalutionary distance {nucleotide sequences idyy and amino adids idaall of the alleles of the exon 2 in the Snovey Plover (Charaarius

nivosus), The measures of divers

W

and the SVMONYIMIOUE and Non-sNoryimoLs =

bstitution rates were calculated for the complets

9

sequences (All), tha PER and the non-FER sites for each population. The number of genotvped individuals per population (W) and

number of samples that passed the quality filter (n) are shown

Peoulaticn Lat Len Hm ah £ 5. a5 + 5E aMady S T Ow + 5E day 2 5E
o misus [JTA) 409 1213 400 Al 005001 010+ 003 DA 12 008 D07+ 001 010z 00C
F=l Y SR R (Y 18/ ko] AR | N CO Y 00D+ D0s
Mon PE= Q01 £ 204 7 003 2054001 Q07 £002
Conomeosus (3400 eI =118 B A PR U 0 R S 1= 20G Qo 0m 010 002
FaR AR T 1.8/ b AR | A O A Al LA
Mo PE= 011 £ 004 7 005 0054+ 001 COF 002
Coromivosus (CE) =150 EEREr: 4] | D112 003 D4 1% 206 G 0Mm 010 £ 002
FiK D0 x 2l 140 2 A N e N 019 x0Us
Man-PRY 000 000 011+ 004 f A5 DS 0 00+ D
o mivosus [MAY) 2241 10562 1200 Al 007 £ 002 012+ 004 15 007 008001 C01 x002
FZl 014 1 006G D09 a0y 188 8 213 U P N LY 24 A0E
Mon-PRE D13+ 005 030 T 005 006+ 001 007+ 00z
o riviosus (TEX) 1524E 0857 2307 Al 009+ 003 055 12 008 D07+ 001 009z 002
F=l D0+ s A0 ko] AR | DA+ 004 0w+ D0
Mon PE= Q00+ 004 020 7 004 0044 001 005 £ 002
Conmvosus (FLOD lalay] —8557 40035 Al 012+ a0d 052 12 007 J08+001 011 =002
F=R AR R TN 1.88 Fe] AR I I A tL0A
Mo PE= 013 £ 005 7 005 0064001 COF£002
. n. occiaentals (PZR) 13.54 724 2102 Al Q12+ 004 052 15 007 O0&Ex001 201 x002
FIR D09 £ D06 188 2 213 A - T 022 =000
Man-PRY 00 - 000 U T TS () f S Y I SR | (R E
o s (FUR) 17.93 6718 Al - - - - - - -
FZI
Mon-PRT = - - - - - -

differs from a recent global analysis of selection at the
avian MHC [42]. Here, the authors suggested that the
pressure of extracellular pathogens is higher in non

passerines, T'l‘fﬁll“il]g in a stronger signalure of selection
for the MHC class IT in non-passerines than in passer-
ines. The order Charadriilormes does nol seem Lo fit Lo
this proposed rule. Consistent with Minias et al. [42],
pulls and most of the alcids show a strong signature of
selection al MHC class 11 and weaker selection at MHC
class I, but the paraphvletic group of shorebirds (plovers
and sandpipers) instead shows a pattern more similar Lo
passerines [16, 25, 26, 28, 29, 44, Several morphological
ar ecological variables may explain this discrepancy.
First, hody size may be related to parasite abundance, as
larger hosts may provide a greater variety of niches and,
in turn. support a higher number of parasites than
smaller birds [45]. Snowy Plovers are relatively small
birds with a mean body mass of 38-50g [32, 44]

Second. the selective pressures imposed by parasites may
be habitat dependent. Although aquatic birds (mainly
non-passerines) show a more diverse parasite commu-
nity than their terrestrial counterparls [43], there is a
difference between freshwater and saltwater habitats.
Snowy Plovers inhabit the shores of alkaline water bod-
ies, such as salt lakes, salt evaporation ponds and sandy
beaches [46]. These saline habitats are typically consid-
ered o have a lower abundance of extracellular parasites
[4749], which would be consistent with the observed
low diversity at MHC class 1. In general, shorebirds
show a low prevalence in o intracellular  pathogens,
although viral infections (West Nile virus; [50], Newcas-
tle disease wvirus [30], avian influenza; [51]), avian
haemosporidians (Plasmodiven and Hacmoprotens spp.;
|52]) and bacterial infections {Mycobacteritem; |53]) have
all been reparted. Furthermore, Snowy Plovers inhabit
where  the intracellular

levw  latitudes, diversity of
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pathogens, as well as of their vectors, is expected w be
high [48, 52]. In addition to the copy number variation
for the fragment amplified at MHC I, the high abun-
danee of intracellular pathogens in the tropics may con-
tribute to the high allelic diversity at MHC class L
Further research is needed to determine whether Chara
driiformes themselves show unusual group-specific vari-
ation in intra- and extracellular pathogens, or whether
ather |irf‘—}'|i.'ill'n‘jy'_. r:c‘nlngil‘.al and l‘:\-’t‘l]ul.il‘mar'y differences
explain  the observed differences in signatures of
selection,

Across continental populations (subspecies wmivosus
and occidentatis), we Tound a similar number of alleles
and nucleotide diversity, This result is consistent with
the high gene flow observed among Snowy Plover popu
lations [31, 33, 54). At MHC T anly, we found that the
Nayarit population had a lower number of alleles (13
alleles), although this may reflect the sample size, as we
only genotyped ten birds from this population. Among
continental populations, private alleles were generally
rare, and when present, occurred ab low frequencies,
suggesting that these represent rare alleles rather than
geagraphically distinet alleles. By contrast, the island
population of Puerto Rico (lineage tennirostris] showed
two privates alleles at MHC class | at moderate frequen-
cies (Fig. 4): these alleles may represent true geographic
variants, Interestingly, the temdmstels population was
monomaorphic at MHC class 11, Together with the lower
positive selection at PBR sites at MHC class [, this might
suggest that pathogen pressure is weaker in this popula-
tion, The low genetic diversity may be a common feature
of island populations that arve thought to be exposed o
fewer pathogens than continental pathogens [55]. For
example, among shorebirds, lcelandic Black-tailed God
wits did not show pasitive selection at MHC class T PBR
sites [26]. Other biogeographic features could contribute
to the observed differences in genetic diversity. In con
trast to most other populations, tenuirostris inhabits the
Atlantic Ocean and the diversity of pathogens is thought
to be lower in the Atlantic Ocean than the Paciflic Ocean
[36]. However, the other Atlantic population localed in
Florida did not show lower diversity than Pacific papula-
tions, Demography mav also have plaved a role in shap-
ing MHC diversity. A recent study showed that all
Snowy Plover lineages went through a bottleneck within
the last 1000 vears, with particularly  strong  elfects
observed in C. a lemuivostris [33]. A similar pattern of
loss of adaptive diversity has been observed in other hird
populations subject to recent hottlenecks (see [37-59])

Comparing allelic diversity across species, we found
that diversity at MHC class [ in Snowy Plovers (20 alleles
across four loci amplified) was similar to other Chara-
driiformes species (Red-billed Gull [29); (38 alleles), Red
Knot [25]; (36 alleles) and Black-tailed Godwit [26]; (47
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alleles)). By contrast, MHC class 1l (six alleles) showed a
lower allelic diversity than other Charadriifformes (Great
Snipe - 50 alleles, [28]; Marbled Murrelet Brachyrain
phus marmoratus — 27 alleles, [60]). Despite the copy

number variation, the nucleotide diversity at MHC class
1 in Snowy Plovers was lower than in other Charadrii
formes (Table 2). However, the observed values were
within the range of other non-passerines (such as the
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Humboldt Penguin Spheniscis huniboldti — 0,03 to 0.04
— and Magellanic Penguin Spheniscus magellanicus —
0.05 to 006, [61]; or grouse species — on average .05,
[58]). For MHC class 11, we found intermediate nucleo-
tide diversily in comparison to other Charadriiformes
(Marbled WMurrelet 0.08; [60]) and other non-
passerines (Magellanic Penguin — 0.02, [61]; Curasian
Coat Fulica atra — 0.11, [62]; and Black Grouse Tetrao
tetrix — 0.11, [63]).

Conclusions

We developed novel MHC markers wo amplify the PBR
exen 3 of MHC class I and PER exon two of MHC cass
I for the tuweatened Snowy Plover. These are the first
markers for MHC in the family Charadriidae and we an-
ticipate that they will be of high utility for studying
MHC in other plover species. Owverall, genetic diversity
at MHC in Snowy Plovers was low to moderate and
likely to be shaped by past demographic processes such
and island  colonization. In
population genetic studies, we find that there is limnited
genetic  differentiation  atwibutable o geographic
variation, consistent with the high gene flow observed in
this species. Contrasting differences in the allelic diver-
sity between MHC class 1 and class 1l indicate stronger
positive selection at MHC class 1 than at MHC class 11
These differences may reflect variation in exposure to

as  bottlenecks line with

intracellular and extracellular pathogens [42], but further
studies are needed Lo confirm this

Methods

Population sampling

We collected blood samples of 250 adult and juvenile
Snowy Plovers from eight populations across North,
Central and South America between 2006 and 2016
(Table 1). We captured adults in Iunnel traps placed on
nests during incubation or used mist nets at other times
using the methods described in Srékely et al. [4]. After
capturing and handing the individuals, we took 20 to
75 wl blood with heparinized capillaries from the brachial
vein. We captured chicks at or near to the nest a few
hours atter hatching and took ~ 20 to 50 pl blood from
the tarsal vein. e stored the blood in 1 ml of Queen's
lvsis budfer [65] al 4°C or pure ethanol at room
temperature until further processing,

DNA extraction

We isolated genomic DNA using the ammonium acetate
precipitation method [66]. We checked the integrity of
the DNA using a 0.8% agarose gel stained with SYBRsale
(Invitrogen). We measured DNA concentration using
either a fluorameter (FLUOstar QPTIMA) or Nanadrop
NSO (Therma Fisher Scientific).
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Primer design for the MHC loci

We designed primers to capture the most polymaorphic
PBR sites in exonic regions for both MHC class | and
MHC class 1l genes in Snowy Plovers, For MHC class 1,
we initially used the primers MHCLinI2F [20] and
MHCLex3R [67] 1o isolate exon 3 of non-passerine
birds. We undertook polvinerase chain reactions (PCRs)
in a total volume of 20pl containing 12 pl Multiplex
PCR Master Mix (MM, Qiagen), 4pl Q-Solation
(Qiagen), and 1yl of each primer (1 pM) and 2pl DNA
{~15ng/pl). The PCR program started with an initial
denaturation step at 95°C for 15min, followed by 50
cycles ab 94°C for 30 s, 56.°C for 905 and 72°C for 90,
and a final elongation step at 72 °C for 10 min. For MHC
class 1 we first used primers MHCOS [68] and 305 [69],
and the primers 306 [69] and RapEx3CR [70] to capture
introns | and 2, and parts of exons | and 3, respectively.
We ran PCRs in a total volume of 20 pl, containing 16 pl
MM, 1l of each primer (1 pbd) and 2pul of DNA (~15
ng/ul). The PCR program consisted of one cvcle at 95 °C
for 3 min, followed by 30cycles at 94°C for 30, 60°C
for 90s and 72°C for 905, followed by a final step at
72°C for 10min. All PCRs were run on a thermocycler
PTC-225 DNA Tetrad Engine, We visualized PCR prod-
ucts using an agarose gel at L5% stained with ethidium
hromide. For MHC class 11 we obtained multiple bands
and subsequently cut out the visible bands of the ex
pected size and extracted the amplified fragment using
the QlAquick Gel Txtraction Kit (JAGEN). For MHC
class T we only abserved a single band, and the product
did nol require gel excision. We cleaned up MHC class 1
and 1l amplicons with ExoSap and sequenced the prod-
ucts using the BigDye terminator v.3.1 chemistry (Ap-
plied Biosystems) on an ABL 3730 automated sequencer
(Applied Biosystems), For each MHC locus we aligned
the sequences of six individuals using CodonCode
Aligner 5.0.2 {CodonCode Corporation). We confirmed
the identity of the sequences through blast hils in Gen-
Bank {(NCBI). We then designed new primers Chni-Tx2F
5-CAACTCGCCTCCCTGCACAAA -G and ChCR-Ex2R
5-TTCCCCOGUGGGAAATGTTICT-3" to  amplity the
complete exon 2 for the MHC class 1L and ChCR MHC
_ExZaF 5 GGGTCIGTGCCCCACT -3 for use with
primer MHCLex3R 5 CTCACCTTTCCTCICCAG 3
[417 to amplify the complete exon 3 of MHC class 1.

Amplification and sequencing

We adopted a two-step PCR protocol to amplify the
PERs of both MHC classes and enable multiplexing. For
PCIR1 we created new oligonucleotides adding the -
mina overhang sequencing adapters F 5 -TCTACACG
TICAGAGTTCTACAGTCCGACGATC 3" and R 57
GTGACTGEGEAGTTCAGACGTGTGUTCTTCCGATCT

kY

-3 to the MHC primer sequences (Tollowing Camphell
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et al. [71]). We performed PCRs in a total volume of
10 pl that contained; Tor MHC class T, 3.5 pl MM, 1.25 pl
CJ-solution, 1l of each primer (10 ph), 1l DNA (25
ng/pl) and 2.25 pl water, and for MHC class 11, 4 pl MM,
Ful of each primer (10 pM], 1 pl DNA (25 ng/pl) and
3 pl water. We used the same PCR programs as before
but reduced the number of cycles to 28 to minimize the
impact of chimera formation [72], We then checked 1 pul
ol the ]_‘Jr'ndut‘:ls‘ ON A agarose gt—"| and cleaned gy the re-
mainder of the solution using § pl (concentration of 0.8
X) of AMPure XP magnetic beads {Beckman Coulter,
Indianapolis, USA] according to the manufacturer’s
protocol. We suspended the clean product in 20pl T
and transferred 4 pl of MHC ¢lass T and [T amplicons to
a new 96-well plate, combining the amplicons of both
classes Tor the same individuoal for the PCR2. We then
added 05pl of 0.5M forward and reverse Hllumina in-
dexes (dual-plexed Fis [12 indexes] and Ri7 [16 indexes];
index primers in the format 5 [lllumina i5 or i7 capture
sequence||6-bp i5 or i7 barcode| |overhang sequence]

3% 10ul MM and 1 pl water, and ran PCRZ using the
following program: 95 °C for 15 min, followed by @ cycles
at 98 'C for 10 s, 66 "C for 30 s and 72°C for 30s, with a
final step al 72 °C for 5 min.

We determined the concentration of the PCR2 prod-
uclk using a fluorameter (FLUOsr OPTIMA) and 2 pl
of the product. We pooled samples from eight individ-
uals by laking 20ng per sample and cleaning up the
multiplexed PCR products with AMPure XP beads, as
described above, with volumes adjusted to a 50 pl solu-
tion [(concentration of 0.5 X). We used a TapeStation
4200 (Agilent Genomics) to conlirm thal there were no
primer dimers present in the purified samples. We then
quantified the PCR products using a qPCR with the
KAPA library quantification kit (KAPA Biosvstem) using
10 pl reaction volume (8 pl of SYRR Master Mix and 2 pl
of template/standard or control), with the progran
95°C for 5 min, followed by 35 cvcles of 94°C for 30s
and 60°C tor 45s. We then pooled equimolar amounts
per library, preparing six libraries in todal, quantified the
concentration of the poal with a Qubit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA) and submitted 4nM per
library for sequencing using 250Dbp paired-end (500
cycles) Tlumina sequencing on the MiSeq (Illumina Inc.,
San Diego, CA, USA) in six separate runs at the Sheffield
Diagnostic Genetics Service.

Processing of data and MHC alleles validation

For the raw MiSeq data processing, we used the Ampli-
con Sequencing Analysis Tool (AmpliSAT) web server
[73]. This tool is divided into different modules that
allow the merging, cleaning and assignment of geno-
types. First, we used AmpliMERGE with the FLASH
algorithm to merge the pair-end reads. Then, we used
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AmpliCLEAN to filter out low-quality reads (< Q30 score
and = 270 bp). After running AmpliCHTCK with the de
fault parameters for lllumina sequences, we retained all
the remaining reads with lengths of 350 (325) =5bp for
MHC class T(IT). Finally, we used AmpliSAS to demulti-
plex, cluster and filter the retained reads using default
parameters for Hlumina data for clustering, a minimum
read depth per amplicon of 2000 and merging minimally
different sequences to the dominant sequences when
they differed by less than 3 bp and had =25% of the read
depth in comparison with the dominant sequences [73].
Sequences that differed by 1- 3 bp from the dominant se
quences, but had mare than 25% of the read depth, were
classified as ‘subdominants” and formed a new cluster
representing a putative allele [26, 73], We discarded all
sequences that had a frequency of less than 5%, and
those identified as chimera sequences. The minimum
amplicon depth was set to 150 reads and the maximum
amplicon depth set to 5000 reads due to computational
limitations [73].

Allele validation

We blasted all putative alleles from 1llumina sequencing
to the GenBank (NCEI) nucleotide database to examine
their similarity to known MHC alleles from other
species. The alleles were named Chni-UA®01 to UA®0
(MHC class 1) and Chni-DAB01 to DAB*06 (MHC class
1I), following the nomenclature suggested by Klein et al.
[74].

Diversity analysis and tests for selection

We used MEGA 7.0018 [75] for initial diversity and se-
lection analysis. First, we aligpned the putative alleles
using the MUSCLE algorithm [76] implemented in
MEGA. We manually checked indel sites and curated
alignments in order to preserve triplets within exons.
We then estimated the number of segregating amino
acid sites (5,,), nucleotide diversity (m), evolutionary
distance for nucleotide sequences (i) and evolultionary
distance for amino acid (d,), for each of the eight papu-
lations included in the study, For the evolutionary dis-
Lance analyses, we inferred the appropriate substitution
models based on the best-fit madel {using AIC:) using
IModeltest 2.1.10 [77]. For MHC class I, we emploved
the Kimura two-parameter model [78] with a gamma
distribution, setting the transition rate o to 0% for
nuclentide sequences, and using the p-distance maodel
with uniform rates to assess amino acid seguences
distances, For MHC cass 11, we implemented the Juloes-
Cantor G omadel with a gamma distribution, setling
the substitution rate o Lo 0.8 for nucleotide sequences,
and we caleulated amino acid sequence distances using a
p-distance model with uniform rates.
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We calenlated standard errors of the mean evolutionary
1000 Pasitive
selection, as a response to the selection imposed by patho-
gens, will lead to an excess of non-synonymous over
=dN/d5= 1)

assess the impact of positive selection on nucleotide diver-
sity, we compared o at PBER sites and non-PBR sites. We
inferred PBR sites based on previously documented
transcripts (MHC class b [79], MHC class T1: |80]). We
calenlated synonvmous and non-synonymous substitution
rates through the modified Nei-Gojorobi method [51]
with Jukes—Cantor correction. Also, we tested site-hy-site

distances  from baalstrap  replicates.

synonymous substitutions in the PBR (@

selection applying Fast Unconstrained Bayesian AppRoxi
mation (FUBAR; httpi/wwwvdatamonkey.org/fubar, [82].
As recombination is frequent in MHC genes and recom-
bination may lead to overestimation of the number of
positively selected sites [62], we tested tor evidence of
recombination in our MHC alignments using Genetic
Algorithm for Recombination Detection (GARD; http://
www.datamonkev.org/gard, [53]).

Phylogenetic diversity and relationships

We compared nucleotide diversity at MHC loci across
the Charadriiforines using data available at GenBank.
For MHC class |, we obtained sequences from three
other charadriiform species: Red Knot Calidiis canutus
[25], lcelandic Black-tailed Godwit Lismosa limosa islaw
dica |26] and the Red-billed Gull Laris scopulinus |29)].
As only sequences from 21 alleles were available for
Red-billed Gull, we randomly drew sequences of 21 al
leles from each species in this comparison to obtain a
comparable sample size for the diversity estimate (Table
S3). For MHC class IL we obtained data from seven fur
ther species: Common Murre Urde alge [44], Razarbill
Alva torda [44], Atantic Pulfin Fratercida artica [44],
Black-legged Kittiwake Rissa tridactyla [24]. Great Snipe
Getllineign wedia [28], Rull Philosuchus pugnax [16]
and Black-tailed Godwit Limose limosa [16]. As we had
only six putative alleles in Snowy Plover, we capped the
number ol sequences Lo six per  species that  we
randomly drew [or this comparison (Table 53). We
evaluated the amine acid (§,,) and nucleotide (S,)
segregation sites, nucleotide diversity (), as well the
synonymous (¢5) and non-synonymous (N} substitu
tion rates, using the same parameters described above.
We visualized phylogenetic relationships hetween  the
MHC class [ and class I alleles in Snowy Plovers
through the Neighbor-net algorithm implemented in
SplitsTree 4.14.6 [84]. This methad allows deduction of
alternative phylogenetic histories and model incompati
bilities in the dataset that may lead to conflicting phylo-
genetic signals because of duplication, recombinalion
and gene conversion, which are all common in MHC
genes [20, 25].

Finally, we inferred the phylogenetic
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relationships among charadriiform MHC alleles using a
Neighbour-Joining Tree with Maximum Likelihood im-
plemented in MEGA 7.0018. We calculated branch sup-
port through 1000 hootstrap replications.
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Capitulo IV: Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad y su
relacion con componentes de adecuacidén bioldgica en crias del Chorlo
nevado (Charadrius nivosus) en una poblacién que presenta disminuciones

en su tamafio poblacional.

Chapter 1IV: Major Histocompatibility Complex genes and their relationship
with fitness components in Snowy Plover (Charadrius nivosus) offspring in a

population showing declines in population size.

Medardo Cruz-Lopez, Guillermo Fernandez, Krisztina Kupan, Helen Hipperson,

Terry Burke y Clemens Kipper.

Manuscrito

Abstract

The Major Histocompatibility Complex (MHC) is one of the most highly polymorphic
regions within the vertebrate genome. MHC product proteins are critical for
initiating an adaptive immune response and their diversity could give individuals in
a population an advantage during critical life stages. We investigated whether MHC
class | and class Il diversity, measured as the number of alleles or supertypes, was
associated with survival and recruitment rates in Snowy Plover (Charadrius
nivosus) offspring. We tested the above using detailed data of survival and MHC |
and Il genotypes of 197 Snowy Plover offspring from the Ceuta Bay population. We
controlled our analyses for other non-genetic predictors of survival that have been
identified in previous studies. We found no evidence of a correlation between
survival or recruitment rates and MHC class | or Il diversity in Snowy Plover
offspring. Additionally, we assessed the occurrence of temporal changes in the
frequency of MHC alleles or supertypes in the population, but no clear pattern was
observed over 11 years of study; except for one MHC class | supertype that
appears to have increased in frequency over the years, a large variation in

supertype or allele frequencies was observed for both MHC classes. Based on our
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results, we found no evidence that MHC diversity is a determinant of Snowy Plover
survival or offspring recruitment, suggesting other life history factors, such as
predation and habitat availability/stability, have a greater influence on early life

stage survival in this species.
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Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad y su relacion con
componentes de adecuacion bioldgica en crias del Chorlo nevado (Charadrius
nivosus) en una poblacién que presenta disminuciones en su tamafio

poblacional.

Resumen

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) es una de las regiones de mayor
polimorfismo dentro del genoma de los vertebrados. Las proteinas producto del
MHC son fundamentales para iniciar una respuesta inmune adaptativa y su
diversidad podria dar ventajas a los individuos de una poblacion durante etapas
criticas de la vida. Investigamos si la diversidad del MHC clase | y clase Il, medida
como el nimero de alelos o supertipos, estaba asociada con la supervivencia y
tasas de reclutamiento en crias de Chorlo nevado (Charadrius nivosus). Pusimos a
prueba lo anterior usando datos detallados de supervivencias y genotipos del MHC
I'y Il de 197 crias de Chorlo nevado provenientes de la poblacién de Bahia Ceuta.
Controlamos nuestros analisis por otros predictores no genéticos de supervivencia
gue han sido identificados en estudio previos. No encontramos evidencia de que
existiera una correlacion entre la supervivencia o tasas de reclutamiento y la
diversidad del MHC clase | o Il en crias del Chorlo nevado. Adicionalmente,
evaluamos la ocurrencia de cambios temporales en la frecuencia de alelos o
supertipos del MHC en la poblacién, pero no se observd ningun patron claro a lo
largo de 11 afios de estudio; con excepcion de un supertipo del MHC clase | que
parece haber aumentado su frecuencia a través de los afios. Se observé una gran
variacion en las frecuencias de supertipos o alelos para ambas clases de MHC. Con
base en nuestros resultados, no encontramos evidencia de que la diversidad del
MHC sea determinante para la supervivencia o reclutamiento de crias del Chorlo
nevado, lo que sugiere otros factores de su historia de vida, como la depredacion y
la disponibilidad/estabilidad del habitat, tienen una influencia mayor en la

supervivencia en etapas tempranas de vida en esta especie.
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Introduccion

La evidencia acumulada durante las dltimas cinco décadas, ha mostrado que la
diversidad genética tiene un papel fundamental en la conservacion de las
poblaciones naturales (Allendorf 2017). Debido a que la pérdida de diversidad
genética se relaciona con la endogamia, y la endogamia reduce la aptitud
reproductiva al incrementar el nimero de individuos homocigotos, reduciendo la
adecuacion biologica (fitness) como resultado de la expresion de alelos deletéreos
parcialmente recesivos, se espera que la heterocigocidad esté relacionada con la
adecuacion biologica en los individuos de una poblacion (Hansson y Westerberg,
2002; Reed y Frankham, 2003). En el Buitre Egipcio (Neophron percnopterus)
individuos con bajos niveles de endogamia reclutaron mas temprano a la poblacion
reproductora, dandoles una ventaja para iniciar su vida reproductiva antes que los
reclutas tardios (Agudo et al. 2012). Por otro lado, en un experimento con el
crustaceo Americamysis bahia encontraron que aquellas poblaciones con niveles
altos de diversidad genética individual sobrevivieron durante un experimento de
estrés, mientras que las que exhibian diversidad genética baja presentaron
mortalidades promedio del 20% de la poblacién, pero en algunos casos hasta un
73% de los individuos de poblaciones con diversidad genética baja murieron antes
de finalizar el estudio (Markert et al. 2010). Ademéas de aumentar la homocigosidad
individual, la pérdida de diversidad genética de una poblaciéon también reduce su
potencial adaptativo. Asimismo, niveles de diversidad genética bajos se han
asociado con una menor esperanza de vida y salud de los individuos, lo que
repercute en la tasa intrinseca de crecimiento de la poblacion (Spielman et al. 2004).
Por lo tanto, la prevalencia a largo plazo de las poblaciones depende en cierta
medida de que cuente con una cantidad adecuada de diversidad genética, mas aun
en los tiempos actuales donde se presentan nuevas presiones selectivas y cambios

en el ambiente.
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Uno de los principales efectos de la variacidon ambiental es la fluctuacién en el
tamafo de poblaciones naturales (Ceballos et al. 2017), la cual tienen como
consecuencia alteraciones en pardmetros demograficos como la reproduccién y la
supervivencia (Reid et al. 2004). Diversos trabajos han demostrado que la
supervivencia de los adultos es una de las tasas vitales que guia la demografia o
dinamica en poblaciones de vertebrados (Crone 2001; Saether y Bakke 2000; Manlik
et al. 2016). Las aves playeras no son la excepcion, puesto que la supervivencia de
adultos suele ser uno de los factores que mas afecta las tasas de crecimiento
poblacionales (Sandercock 2003, Cruz-Lépez et al. 2017). Estimar la supervivencia
de adultos en poblaciones animales abiertas se complica por el hecho de que los
individuos pueden integrarse o abandonar la poblacién libremente, particularmente
en especies con gran capacidad de locomocién y dispersion como las aves. La
desaparicion de individuos en poblaciones monitoreadas puede deberse tanto a la
muerte como a la emigracion, razon por la que se trabaja con "estimaciones de

supervivencia aparente" en las que se incluyen ambos fendmenos.

Recientemente se demostrd que la supervivencia en etapas tempranas de vida, es
el segundo parametro mas importante que afecta las tendencias de sus poblaciones
(Weiser et al. 2020), particularmente en especies de aves con crias precociales
(Rickenbach et al. 2011). Las tasas de supervivencia y mortalidad en etapas
tempranas de vida son dificiles de evaluar en aves playeras, ya que las crias son
moviles y es dificil seguirlas (por ejemplo, las crias suelen ocultarse en la vegetacion
y presentar un alto grado de camuflaje) Ademas, estos parametros podrian tener
una mayor relevancia para la dindmica de sus poblaciones (Rickenbach et al. 2011),
sobre todo si consideramos lo mencionado anteriormente sobre la supervivencia
aparente en adultos. Por lo tanto, conocer las causas de mortalidad en etapas
tempranas de vida, es fundamental para conocer la dindmica de poblaciones e
implementar estrategias de conservacion, sobre todo en especies amenazadas y

con tendencias poblacionales negativas.
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La mortalidad de crias asociada a la depredacién en etapas tempranas de vida es
uno de principales factores que influyen en la demografia de las aves (Ibafiez-Alamo
et al. 2015). De hecho, la depredacion de nidos (huevos) es la causa principal del
bajo éxito reproductivo en varias especies de aves (Martin 1993). De igual forma, la
depredacion durante los primeros dias después de la eclosién es una de las causas
de mortalidad mas importantes en crias precociales, en las que se ha estimado entre
60 y 87% (Rickenbach et al. 2011). Por su parte, otro de los componentes
importantes para la supervivencia de crias es la disponibilidad de alimento; en
especies precociales, asociadas a ambientes humedos, se ha encontrado que la
disminucién en la humedad (suelos secos) disminuye las probabilidades de
supervivencia en crias al reducir la cantidad de invertebrados (Eglington et al. 2010;
Rickenbach et al. 2011).

Mas recientemente, se ha demostrado también que las enfermedades infecciosas
causadas por patégenos (bacterias, hongos, virus y parasitos) impactan de manera
importante la supervivencia de las aves (Robinson et al. 2010; Staley y Bonnaeud
2015). Sin embargo, la mortalidad asociada a patdgenos en las crias ha sido menos
estudiada que la de adultos debido a la dificultad de dar seguimiento o encontrar a
las crias (por ejemplo, en aves con crias precociales). En un estudio con Cormoran
Orejon (Phalacrocorax auritus), especie de ave altricial, se demostré que hasta un
50% de las crias de una colonia reproductiva en Canadd murié a causa de una
enfermedad viral (Leighton et al. 2021). Ademas, los individuos infectados por alguin
patdgeno no son solo susceptibles a morir por la infeccion, sino que, al destinar
recursos energéticos para activar una respuesta inmune, disminuye también su

desempeiio en general y aumentan sus probabilidades de morir.

La supervivencia de juveniles en mamiferos y aves esta influenciada principalmente
por las condiciones ambientales y la calidad del cuidado parental (Clutton-Brock,
1988; Karlsson et al. 2015). Sin embargo, algunos trabajos han demostrado que el
genotipo de los individuos se encuentra relacionado a la supervivencia. En el

Carricero Tordal (Acrocephalus arundinaceus), crias con niveles altos de
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heterocigocidad tuvieron tasas de reclutamiento superiores. En esta especie, el
reclutamiento local esta fuertemente relacionado con la adecuacion bioldgica, ya
gue la mayoria de las crias mueren antes de llegar a la adultez (Hansson et al.
2001). De manera similar, un estudio en el Aguila Real (Aquila chrysaetos) en
América del Norte, encontré que los juveniles de esta especie exhiben en promedio
menor heterocigosidad y una menor supervivencia en sus etapas tempranas de
vida, lo que se refleja en niveles promedio de heterocigosidad méas altos en los
adultos sobrevivientes (Doyle et al. 2016). En el caso del Chorlo Patinegro
(Charadrius alexandrinus), en un estudio donde se evalué la relacion de la
heterocigosidad con la supervivencia se encontraron resultados ambiguos; la
variabilidad en uno de los marcadores moleculares mostré una correlacion positiva
con la supervivencia, mientras que para un segundo marcador la correlacién fue

negativa (Kupper et al. 2010).

Debido a que la mayoria de estos estudios han utilizado marcadores selectivamente
neutrales o casi-neutrales, los cuales no estan expuestos directamente a procesos
selectivos, la pérdida de variacion genética puede ocurrir mas rapido que para
genes implicados en la adecuacion biologica (Reed y Frankham, 2003). Por otro
lado, la pérdida de variacion genética neutral, no implica necesariamente una
pérdida de adecuacion bioldgica o de potencial adaptativo (Reed y Frankham,
2003). Por tal motivo, comprender los mecanismos detras de las correlaciones
encontradas entre componentes de diversidad genética neutral y componentes de
adecuacion biolégica, como la supervivencia, es complicado. Por ejemplo, en el
Zorro de la Isla de San Nicolas (Urocyon littoralis dickeyi) no se encontré variacion
genética en loci neutrales, pero si niveles altos de variacién genética en cuatro de
cinco loci adaptativos asociados al Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Aguilar
et al. 2004).

En las ultimas décadas, los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC
por sus siglas en inglés) se han utilizado para evaluar como es que la diversidad

genética adaptativa influye en la supervivencia, eleccién de pareja y el estado de
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conservacion en poblaciones silvestres (Sepil et al. 2012). Los genes del MHC son
los encargados de detectar a patégenos o moléculas exdgenas, y presentarlas a las
células T para iniciar una respuesta inmune adaptativa (Bernatchez y Landry 2003).
El interés sobre los genes del MHC se debe a que es una de las regiones mas
polimérficas del genoma de los vertebrados (Garrigan y Hedrick 2003). Este gran
polimorfismo es mantenido, en parte, por la seleccion balanceadora mediada por la
exposicion a patdogenos (Radwan et al. 2010). Existen tres hipotesis principales que
explican este alto grado de polimorfismo en el MHC: 1) La hipétesis de ventaja de
heterocigotos, que plantea que aquellos individuos con loci heterocigotos son
capaces de enfrentar a un mayor numero de patdgenos en comparacion con los
homocigotos, brindando una mayor probabilidad de supervivencia (Spurgin vy
Richardson 2010); 2) La hipétesis de ventaja de los alelos raros (o dependiente de
la frecuencia alélica), que sugiere que los patdégenos pueden evolucionar para ser
mas resistentes a los alelos mas comunes del MHC, pero cuando un nuevo alelo
aparece en una poblacion, este podria brindar mayor proteccion al presentar una
respuesta novedosa ante algunos patdgenos (Spurgin y Richardson 2010); y 3) La
hipdtesis de la seleccion fluctuante, la cual hace referencia a que los individuos
pueden estar expuestos a patdogenos que fluctian en el tiempo y espacio, lo que
hace que diferentes alelos del MHC sean seleccionados de manera espacio-
temporal, fluctuando y manteniendo la diversidad genética (Spurgin y Richardson
2010).

Los genes del MHC juegan un papel fundamental para la adecuacion bioldgica de
los individuos, brindandoles tolerancia o resistencia contra ciertos patdégenos e
influyendo directamente en la probabilidad de supervivencia de los individuos (Sepil
et al. 2013). Un estudio realizado en Ovejas de Soay (Ovis aries) mostré que la
supervivencia de juveniles de la especie y la resistencia a parasitos intestinales
estaba asociada con la presencia de alelos especificos y no tanto con la diversidad
del MHC (Paterson et al. 1998). En otro caso de estudio, la supervivencia de
juveniles del Carricero de Seychelles (Acrocephalus sechellensis) estuvo

relacionada tanto a la diversidad como a alelos especificos del MHC (Brouwer et al.
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2010). El analisis de una poblacion de Carbonero Comun (Parus major) en el Reino
Unido revelo que ciertos individuos que poseian supertipos particulares del MHC
(conjunto de alelos que presentan caracteristicas funcionales similares) tenian una
mayor tasa de supervivencia o tasas de reproduccién mayores, aumentando con

ello sus probabilidades de retorno en afos posteriores (Sepil et al. 2013).

A pesar de la evidencia que existe de que la diversidad genética esta relacionada
con la supervivencia de individuos en las poblaciones silvestres, otros factores como
los ambientales y aquellos asociados a la calidad del cuidado parental también son
importantes, sobre todo en etapas tempranas de vida (Clutton-Brock 1991; Klug y
Bonsall 2014). En especies con crias precociales el cuidado parental se limita en
guiar a sus crias para obtener alimento, asi como a protegerlas del frio,
depredadores y conespecificos (Naef-Daenzer y Gruebler 2016). A pesar de que el
cuidado parental en especies precociales es menor que en especies altriciales y
podria parecer poco importante para la supervivencia de las crias (Alonso-Alvarez
y Velando 2012; Naef-Daenzer y Grubler 2016), algunos estudios han demostrado
gue no es asi, sobre todo en ambientes que presentan cambios temporales en la
calidad del habitat. Por lo anterior, es relevante evaluar la medida en que el cuidado
parental impacta en la supervivencia de las crias y, por ende, en la dinamica de las

poblaciones naturales.

El estudio de las aves playeras es de interés, en un contexto ecoldgico y evolutivo,
en relacion con las conductas poco comunes, a diferencia, de otros grupos de aves.
Por ejemplo, dentro del grupo se presentan diversos sistemas de apareamiento
(monogamia, poliandria, poliginia) y el cuidado parental puede ser proveido tanto
por ambos como por solo uno los padres (Székely et al. 2006). EI Chorlo nevado
(Charadrius nivosus) es una especie de ave playera que presenta este tipo de
conductas “inusuales”; la poliandria y el cuidado uniparental proveido por los
machos son frecuentes en esta especie. Las crias son precociales y son capaces
de salir del nido pocas horas después de haber eclosionado, pero también sus

poblaciones presentan una proporcion sexual de adultos sesgada hacia los machos,
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por lo que las hembras tienen mayores posibilidades de aparearse mas de una vez
por temporada y son los machos quienes cuidan en nido (Eberhart-Phillips et al.
2017, Kupén et al. 2021).

Las poblaciones de Chorlo nevado de Estados Unidos de Norteamérica y México
estan protegidas por las autoridades federales debido a que en muchas de sus
poblaciones se ha evidenciado una reduccion reciente importante (Cruz-Lopez et al.
2017; Galindo-Espinosa y Palacios, 2015). Aunado a estas disminuciones
contemporaneas, la especie también ha estado sujeta a procesos de cuello de
botella en los ultimos 1,000 afos (D’Urban-Jackson et al. 2020), lo que se refleja en
nivel de diversidad genética bajos en las tres subespecies reconocidas. (D’Urban-
Jackson et al. 2017, 2020). En el Chorlo nevado, la diversidad genética es baja
incluso en genes del MHC que tipicamente exhiben mucha variabilidad en

vertebrados (Cruz-Lopez et al. 2020).

En este estudio se puso a prueba como los genes del MHC clase | y Il, estan
asociados con la supervivencia y tasas de reclutamiento de crias en una poblacion
subtropical del Chorlo nevado monitoreada a lo largo de una década. De acuerdo
con nuestras predicciones, la supervivencia de crias estaria asociada con niveles
mas altos de heterocigosidad o la presencia de alelos especificos del MHC clase |
y Il (numero total de alelos por individuo). Esto se vera reflejado en altas tasas de
reclutamiento de individuos con mayor diversidad de genes o con alelos particulares
en ambos loci. La supervivencia fue investigada en crias de hasta 25 dias post-
eclosion, edad a la cual se consideran independientes, mientras que para estimar
la tasa de retorno se tomaron en cuenta aquellas crias que se incorporaron como
reproductores en afios subsecuentes. Por otro lado, investigamos la variacion
temporal de los alelos del MHC clase 1y I, bajo la premisa de que la frecuencia de
alelos especificos asociados a componentes de adecuacion biologica ha cambiado

a lo largo del periodo de estudio.

Métodos
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Descripcién del area de estudio

Estudiamos una poblacion del Chorlo nevado (Charadrius nivosus) durante las
temporadas reproductivas (abril a julio) de 2006 a 2016 en la Bahia de Ceuta,
Sinaloa, México (23°54'N, 106°57'W). En esta localidad, entre 50 y 100 parejas de
la especie utilizan una serie de estanques abandonados de una salinera, para anidar
y criar sus polluelos. El habitat de la zona se caracteriza por tener un substrato con
poca vegetacion y espacios abiertos rodeados por bosques de mangle. La
temporada reproductiva inicia tipicamente a mediados de abril, cuando el agua
retrocede y deja expuestos los estanques en los que ocurre la puesta y la crianza,
concluyendo a mediados de julio, cuando las lluvias y las mareas altas de verano
inundan los estanques (Cruz-Lopez et al. 2017). Avanzada la temporada
reproductiva, los chorlitos suelen hacer uso de una zona ubicada aproximadamente
tres kilbmetros al norte del sitio principal de anidacion, la cual se encuentra separada
de los estanques de la salina por una franja de mangle y parte del cuerpo de agua

de la bahia.

Captura y obtencién de datos de la poblacién de Chorlo nevado en Ceuta

Un total de 604 crias, las cuales representan once temporadas reproductivas, fueron
genotipificadas para este estudio. La busqueda de nidos (familias o individuos
incubando) en la zona de los estanques se llevé a cabo con ayuda de binoculares y
telescopios, desde un escondite mévil o un vehiculo. Cada nido fue
georreferenciado con un GPS de mano, registrando las fechas estimadas de puesta
y eclosion que se obtuvieron mediante la técnica de flotacion de huevos y
considerando un periodo de incubacion de 25 dias (Székely et al. 2008). Los adultos
fueron capturados en sus nidos mediante una trampa de embudo, asegurandonos
gue la nidada (total de huevos en el nido) estuviera completa (al menos 5 dias de
puesta) para disminuir probabilidad de desercion del nido. Los adultos capturados
fueron marcados con una combinacion uUnica de tres anillos de color y un anillo
metdlico con un cédigo numérico (Székely et al. 2008). Por otro lado, las crias que
fueron capturadas en un mismo nido o en sus cercanias, se marcaron colocandoles

un anillo metélico y un anillo de color distinto para poder dar seguimiento individual
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a cada hermano, registrando ademas la fecha estimada de eclosion de cada uno
(Székely et al. 2008). Para cada individuo capturado se tomaron datos
morfométricos (longitud de tarso y peso en todos y longitud de ala solo en los
adultos) y una muestra de sangre (25-50 microlitros) que se almacené en 1 mililitro
de amortiguador de lisis de Queen o alcohol al 96% para su posterior procesamiento

y analisis genético.

Para obtener los datos de supervivencia de las crias se realizaron observaciones
de las familias de manera frecuente (al menos cada tres dias) a lo largo de las
temporadas reproductivas de 2006 a 2012. Para las temporadas del 2013 al 2016
no se realizd el mismo esfuerzo de seguimiento de las familias, por lo que fue
necesario restringir los analisis de supervivencia de las crias a un conjunto de datos
reducido (2006 al 2012). A las familias activas se les dio seguimiento los 25 dias
posteriores a la fecha estimada de eclosion, periodo después del cual se asumio
gue alcanzaron la etapa de independencia (Székely et al. 2008). Durante cada
avistamiento se observo por al menos 15 minutos a cada familia, o bien hasta que
todos los miembros de la familia eran observados, registrando al miembro de la
pareja parental que se encontraba atendiendo las crias y las crias que estaban
presentes. Para aquellos casos en los que no se observaron una o mas crias en
dos avistamientos consecutivos, se asumio que estas habian muerto (Székely et al.
2008), menos del 5% de las crias a las que se consider6 como muertas son
observadas de nuevo o reclutadas en afos posteriores. Lo que nos da certeza que
las crias murieron. Determinamos la desercion por alguno de los padres, si en dos
eventos de avistamiento consecutivos, alguno de los padres no estaba presente.
Calculamos la fecha de desercion como la fecha promedio entre el dia que ambos
padres fueron observados atendiendo a la familia por Ultima vez y la primera fecha
cuando solo uno de los padres fue observado atendiendo a las crias (Székely et al.
2008). De manera regular se revisaron los alrededores de la Bahia en busca de
familias marcadas que pudieran haberse movido a otras areas cercanas a los
estanques de la salinera. El reclutamiento de crias como de reproductores, fue

confirmado una vez que localizamos el nido de individuos previamente marcados
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solo con anillo metélico y uno de color, los cuales fueron recapturados para
colocarles una combinacion completa de anillos de color. Debido al esfuerzo
intensivo de busqueda de nidos y captura de adultos, tenemos la confianza que la
mayoria de los reclutas fueron capturados (>85% adultos capturados) en todas las
temporadas reproductivas que fueron incluidas en este estudio (2006 al 2016).
Todos los datos utilizados en este estudio estan disponibles en la base de datos
“Ceuta Open” (Eberhart-Phillips et al. 2020).

Extraccion de DNA y sexado molecular

La extraccion de DNA gendmico se realiz6 usando el método de precipitacion de
acetato de amonio (Nicholls et al. 2003). La calidad y la concentracion del DNA
fueron evaluadas usando un gel de agarosa al 0.8% tefiido con SYBRsafe y un
fluorbmetro o Nanodrop ND800, respectivamente. En breve, la identificacién
molecular del sexo se realiz6 con base a la amplificacion por PCR del marcador Z-
002B (Dawson, 2007) y verificado con el marcador Calex-31 que corresponde a un
microsatélite W-especifico (Klpper et al. 2007). Las condiciones de la reaccion de
la cadena de la polimerasa (PCR) para el sexado se pueden consultar en dos
Remedios et al. (2015). Todos los datos del sexado de crias usados en nuestro

estudio son parte de la base de datos “Ceuta Open” (Eberhart-Phillips et al. 2020).

Genotipificacion del MCH en el Chorlo nevado

Para secuenciar las regiones que presentan mayor polimorfismo (sitios PBRs) en el
MHC, amplificamos el exdn 3 en su totalidad para el MHC clase | y el exén 2 del
MHC clase Il en el Chorlo nevado. Para esto utilizamos “primers” previamente
disefiados para amplificar las regiones de nuestro interés (Cruz-Lopez et al 2020).
Para amplificar el ex6n 3 del MCH clase |, utlizamos los primers
ChCR_MHCI_Ex2aF 5-GGGTCTGTGCCCCACT-3’ para ser utilizados con el
primer MHCI-ex3R 5’- CTCACCTTTCCTCTCCAG-3’ y los primers Chni-Ex2F 5’-
GAACTGCCTCCCTGCACAAA-3' y ChCR-Ex2R 5-TTCCCCGGGGAAATGTTCT-

3’ para amplificar el exén 2 en el MHC clase |l.
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Amplificacién y secuenciacion

Seguimos en protocolo de PCR de dos pasos para amplificar los sitios PBR para
ambas clases de MHC. Para la PCR1 colocamos los adaptadores de secuenciacion
de llumina F 5-TCTACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC-3' v R 5-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-3 alos primers del MHC para
crear nuevos oligonucleotidos (Campbell et al. 2015). El volumen total de las PCRs
fue de 10 pl y estos contenian, para el MHC clase I, 3.5 pl de Master Mix (MM), 1.25
Ml de Q-soultion, 1 ul de cada primer (10 uM) 1 ul de DNA (25ng/ pl) y 3 ul de agua.
El programa de PCR se inici6 con la desnaturalizacién a 95 °C por 15 minutos,
seguido de 28 ciclos, para disminuir la formacion de quimeras (Lenz y Becker, 2008)
a 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 90 segundos, 72 °C por 90 segundos y una
elongacion final a 72 °C por 10 minutos (Cruz-Lépez et al. 2020). Para el MHC clase
II, la PCR se realiz6 con 4 yl de MM, 1 pl de cada primer (10 uM), 1 pl de DNA
(25ng/ ul) y 3 pl de agua. El programa de PCR consistio de un ciclo a 95 °C por 3
minutos, seguido de 28 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 90 segundos, 72
°C por 90 segundos y un paso final de 72 °C por 10 minutos (Cruz-Lépez et al.
2020). Los productos obtenidos fueron verificados en un gel de agarosa para
proceder con la limpieza del resto del producto, usando una solucion de 8 ul de
perlas magnéticas AMPure XP (concentracion al 0.8). Para la PCR2, suspendimos
el producto limpio en 20 pl de low TE y transferimos 4 ul del amplicén (un conjunto
de lecturas derivadas de un PCR de una muestra y puede comprender productos
de varios loci coamplificantes) del MHC clase | y Il a una placa de 96-pocillos,
combinando los amplicones de ambas clases de MHC para un mismo individuo
(Cruz-Lopez et al. 2020). Entonces para esta PCR agregamos: 0.5 pl al 0.5M de
indices “adelante” y “atras” de lllumina (dual-plexed Fi5 [12 indices] y Ri7 [16
indices]; primers indices en formato 5’-[secuencia de captura Illumina i5 o i7]
[codigos de barra de 6-pb i5 o i7][secuencia overhang]-3’); 10 yl de MM y 1 pl de
agua. Seguimos el programa de PCR: 95 °C por 15 minutos, seguido de 9 ciclos a
98 °C por 10 segundos, 66 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos, con un
paso final a 72 °C por 5 minutos (Cruz-Lopez et al. 2020).
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Determinamos la concentracién del producto de la PCR2 usando 2 pl del producto
con un fluorometro. Agrupamos las muestras de ocho individuos, tomando 20 ng
por muestra y se procedié a limpiar el producto de la PCR multiplexada con perlas
AMPure XP. Para la limpieza usamos un volumen ajustado de una solucién de 50
Ml (concentracion 0.5X). Utilizamos la TapeStation 4200 para verificar que no
existian dimeros de los primers en las muestras purificadas. Entonces,
cuantificamos el producto usando una qPCR con un kit de cuantificacion (KAPA
Biosystem) usando 10 ul de volumen de reaccion (8 pl de SYBR Master Mix y 2 pl
del producto/estandar o control) siguiendo el programa: 95 °C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos y 60 °C por 45 segundos.
Finalmente, agrupamos las librerias en cantidades equimolares, preparando un total
de seis librerias, para cuantificar la concentracion de los agrupamientos con un
Qubit (Thermo Fisher Scientfic) y las librerias a 4 nM fueron enviadas para su
secuenciacion usando un secuenciador Illlumina MiSeq (lllummina, Inc., CA, USA)

de 250 pb pair-end (500 ciclos) en seis corridas separadas (Cruz-Lopez et al. 2020).

Procesamiento de datos del MHC

El procesamiento de las secuencias obtenidas del lllumina MiSeq se realizo
utilizando las herramientas disponibles en el servidor “Amplicon Sequencing
Analysis Tool” (AmpliSAT) desarrollado por Sebastian et al. (2016). Primero, las
lecturas extremas fueron fusionadas con la herramienta AmpliIMERGE, que esta
basada en el algoritmo FLASH, para optimizar el parametro de traslape. Para
después utilizar AmpliCLEAN para filtrar lecturas de baja calidad (<Q30y < 270 pb).
Seguido de AmpliCHECK con los parametros por defecto para secuencias
provenientes de lllumina (minimo de frecuencia por amplicon del 1%), decidimos
conservar las lecturas con una longitud de 350 pb para el MHC clase | y 325 pb para
el MHC clase Il. Finalmente se utiliz6 AmpliSAS para demultiplexar, agrupar vy filtrar
las lecturas restantes usando los parametros por defecto para el agrupamiento de
secuencias procedentes de Illumina (1% de errores de substitucion, 0.001% de
errores de insercién o delecion), con un minimo de profundidad de lectura de

amplicén de 2,000 y una diferencia minima de fusion de secuencias respecto a una
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secuencia dominante cuando difiere por menos de 3 pb y con <25% de la
profundidad de lectura en comparaciéon con la secuencia dominante (Sebastian et
al. 2016). Aquellas secuencias que diferian por 1 a 3 pb de una secuencia
dominante, pero tuvieron mas del 25% de profundidad de lectura, fueron
catalogadas como alelos verdaderos. En el proceso de filtrado, descartamos
aguellas secuencias que tuvieron frecuencias menores al 5% y aquellas
identificadas como quimeras. La profundidad minima de una variante (alelos) se
establecio en 150, mientras que, el nimero maximo de profundidad de lecturas para
un amplicon se establecié en 5,000, segun lo aconsejado por razones de
rendimiento del servidor AmpliSAS (Sebastian et al. 2016).

Validacion de alelos

Los alelos identificados, fueron comparados con los obtenidos previamente en un
trabajo donde se caracterizo el MHC en el Chorlo nevado (Cruz-Lépez et al. 2020).
Ademas, usando la base de datos de nucleétidos de GenBank (NCBI) verificamos
la similitud con alelos del MHC de esta misma especie y otras previamente
reportados. Una vez revisados y que comprobamos que los alelos encontrados
coincidian con los antes reportados o bien no habian sido reportados previamente,
procedimos a nombrar los alelos siguiendo la nomenclatura sugerida por Klein et al.
Para el MHC clase I, utilizamos la nomenclatura Chni-UA*01 al UA*41 y para el
MHC clase Il Chni-DAB*01 al DAB*06.

Diversidad del MHC y asignacion de supertipos

La diversidad del MHC fue evaluada como: 1) Numero total de alelos por individuo
(MHC clase I), 2) El nimero total de supertipos funcionales (MHC clase I), 3) Alelos
y supertipos raros y/o comunes (MHC clase | y Il) y 4) si presentaban
heterocigocidad (MHC clase Il). Los supertipos estan basados en la idea que
moléculas que codifican para diferentes alelos del MHC presentan diferentes
especificidades en la union a péptidos de antigenos, pero algunas moléculas del
MHC reconocen los mismos sitios de union a péptidos y, por ende, los alelos del

MHC pueden ser agrupados por su diversidad funcional con alelos que presentan
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sitios de union a péptidos potencialmente similares. Los supertipos para el MHC
clase I, fueron caracterizados con base a cinco propiedades fisico-quimicas
(z1[hidrofobicidad], z2 [masa estérica], z3 [polaridad], z4 y z5 [efectos electrdnicos])
presentes en las regiones de union a péptidos (Doytchinova y Flower, 2005; Sepll
et al. 2012). Para esto, realizamos una matriz de datos con los alelos representados
en las filas y los valores de las cinco propiedades fisico-quimicas (z1-z5) en las
columnas (Sandberg at al. 1998). En el caso de los supertipos para el MHC clase |,
se les nombré como S1 al S7, donde “S” representa a un supertipo seguido del
namero para cada uno de los siete (S1 a S7) grupos que se formaron al caracterizar
el total de alelos para asignar los supertipos. Posteriormente, realizamos un analisis
discriminante de componentes principales para agrupar los alelos en supertipos
funcionales. Para el MHC clase Il, el analisis discriminante de componentes
principales fall6 en agrupar los alelos en supertipos. Por lo cual, no fue posible
utilizar este estimado de diversidad y en su lugar se utilizo el nimero de alelos. Los
alelos o supertipos se consideraron raros cuando estuvieron presentes con

frecuencias menores al 10% en la poblacion (Bonnaeud et al. 2006).

Analisis estadisticos

Utilizamos los diferentes indices de diversidad genética para evaluar si: a) la
supervivencia de crias hasta la edad de volanton, y b) el reclutamiento como
reproductores, estaba relacionada con la diversidad genética del MHC clase | y II,
en el Chorlo nevado. Consideramos como volantones aquellas crias que alcanzaron
una edad de 25 dias. Las crias nacidas en el sitio de estudio que fueron observadas
en afios posteriores, como reproductores, se les consider6 como reclutas.
Decidimos utilizar para nuestros andlisis de supervivencia y reclutamiento la
diversidad de alelos (nimero total de alelos por individuo) y de supertipos (niumero
total de supertipos por individuo) para el MHC clase |. El supertipo-5 (S5) fue
removido de los andlisis debido a que, al presentarse en todos los individuos, no
resultaba informativo en los andlisis de supervivencia y tasas de reclutamiento
diferenciales. Por otro lado, con base en estudios previos en esta poblacion en los

gue se demostré que la condicion corporal y la longitud del tarso no tienen un efecto
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en la supervivencia de crias del Chorlo nevado, estas variables también se

excluyeron de los analisis (Kupan et al. 2021).

Modelos: analisis de supervivencia

Pusimos a prueba la relacion de la diversidad genética del MHC con la
supervivencia en el Chorlo nevado. Para esto, realizamos un modelo de efectos
mixtos de riesgos proporcionales de Cox, utilizando el paquete “coxme” en R
(Therneau 2012). Estos modelos permiten incluir crias de familias con destino
incierto, como en el caso de las que se observaron dias antes de finalizar el
seguimiento en campo y para las que no se sabe si llegaron a la edad de
independencia (muchas de estas crias habian pasado el umbral de una semana,
tiempo critico donde ocurren la mayoria de las muertes). Esto nos permitié
incrementar el tamafio de muestray, por lo tanto, la resolucion y el poder estadistico
del analisis. La muerte de las crias se considero como el evento terminal, mientras
gue las crias que alcanzaron la edad de volanton, o en las que se desconocia su
destino, se consideraron eventos censurados. La identidad de la familia, asi como,
la identidad del macho, la hembra y la temporada reproductiva (afio) se integraron
al modelo como efectos aleatorios con la idea de incluir la no independencia para el
caso de crias pertenecientes a una misma familia, con los mismos padres entre

familias dentro y entre temporadas reproductivas.

En otros estudios de esta poblacion se ha demostrado que las crias que eclosionan
temprano durante la temporada reproductiva y en familias donde ambos padres
permanecen por mayor tiempo al cuidado del nido, la supervivencia es mayor (Cruz-
Lépez et al. 2017; Kupan et al. 2021). Con base en lo anterior, decidimos incluir
como covariables a la fecha de eclosion estandarizada y la intensidad del cuidado
biparental (nimero de dias en que ambos padres cuidaron de sus crias) en nuestros
modelos iniciales. De igual forma, considerando que en esta poblacion de Chorlo
nevado la supervivencia en etapas tempranas de vida (juveniles) es diferencial entre
sexos (Eberhart-Phillips et al. 2017), se incluyé el sexo de las crias en los andlisis.

Dentro de las variables de diversidad genética incluimos, para el MHC clase I:
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namero total de supertipos por individuo, supertipos comunes y raros; y para el MHC
clase Il: niamero total de alelos por individuo, heterocigosidad, alelos comunes y
raros. Los modelos fueron comparados entre si y seleccionados mediante el método
de Criterio de Informacion de Akaike (AICc por sus siglas en inglés) con la funcion
MuMIn de R (Barton 2016). Aunque los modelos con valores de AICc mas bajos son
considerados mas parsimoniosos (modelo mas simple con mejor poder explicativo),
aquellos con valores de AICc <2 se consideran igualmente parsimoniosos y bien
soportados. Cuando este fue el caso, se selecciond el modelo con la menor cantidad

de pardmetros como el mas parsimonioso (Burnham y Anderson 2002).

Resultados

Diversidad del MHC en crias del Chorlo nevado

Después de aplicar los filtros de densidad de lectura de los amplicones por individuo
(2,000) mediante el sub-programa AmpliCHECK, nueve individuos fueron
descartados. Un total de 501 individuos (2006 al 2012) cumplieron con los criterios
de control de calidad de los filtros y fueron considerados como exitosamente
genotipificados para ambos MHC clase | (profundidad de lecturas promedio de
4,170 con rangos entre 2,204 a 5,000) y Il (profundidad de lectura promedio 4,950
y rangos entre 2,695 a 4,998). En el caso del MHC clase I, encontramos un total de
35 alelos (previamente se habia reportado 34 alelos para a poblacion de Ceuta
(Cruz-Lopez et al. 2020), uno de estos alelos no habia sido reportado antes para la
especie y se detectd en tres crias de diferentes familias. El nUmero de alelos por
individuo varia de uno a siete, pero con un promedio de 3.4 alelos por individuo (+
0.9 SD), lo que sugiere al menos cuatro loci para el MHC clase I. Para el MHC clase
[I, reportamos un total de seis alelos (similar a lo reportado en un estudio previo
(Cruz-Lo6pez et al. 2020)), con individuos que presentaron de uno a dos alelos y un
promedio de 1.5 alelos por individuo (x 0.5 SD), lo que nos indica que fue genotipado

un solo locus para el MHC clase II.

Para el MHC clase I, tuvimos un total de siete supertipos funcionales. Dos supertipos

ocurren en baja frecuencia (menor al 10%) y fueron considerados como supertipos
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raros. Hasta 69 crias presentaron supertipos raros para el MCH clase I. Por su parte,
como no fue posible asignar supertipos para el MHC clase I, utilizamos alelos raros
y comunes. Tres alelos ocurren en frecuencias menores al 10% en la poblacion y
fueron considerados alelos raros. Un total de 52 crias presentaron alelos raros para
el MCH clase Il. El numero total de reclutas fue de 60 individuos, lo que representa

un 12% del total de las crias que fueron genotipificadas.

Una vez filtrados los datos, obtuvimos el conjunto de “datos rigurosos” y el numero
de crias incluidas en los andlisis de supervivencia y reclutamiento se redujo a 197
(39% de las crias genotipificadas para el periodo 2006-2012). De éstas, 110 fueron
sexadas como hembras y 87 como machos. Para este conjunto de datos, el nimero
de alelos para el MHC clase | varia entre dos a cinco, con un promedio de 3.3 alelos
por individuo (+ 0.8 SD). Mientras para el MHC clase Il, se mantuvo el nimero de
uno a dos alelos por individuo y un promedio de 1.5 alelos (+ 0.5 SD). Un total de
27 crias presentaron uno de los dos supertipos raros, para el MCH clase | y 19 crias
presentaban alguno de tres alelos raros observados en el MHC clase Il. Finalmente,
para este conjunto de datos registramos 25 reclutas (5% del total de crias

genotipificadas y un 13% del subconjunto genotipificado con “datos rigurosos”).

Influencia del MHC en la supervivencia de crias del Chorlo nevado

La supervivencia de crias del Chorlo nevado no estuvo relacionada de manera
significativa con los diferentes indices de diversidad genética del MHC clase | y II.
En nuestro analisis, controlamos por la fecha de eclosion, sexo y el cuidado
biparental proveido a las crias. Encontramos que la intensidad de cuidado biparental
tiene un efecto positivo en la supervivencia de crias del Chorlo nevado (Tabla 2).
En el modelo donde se puso a prueba la supervivencia con relacion a los supertipos
individuales del MHC clase |, encontramos una tendencia a que las crias que
presentan el supertipo 1 (S1), su supervivencia tiende a ser hasta 5 veces menor
respecto a crias con otros supertipos, (Tabla 2). Sin embargo, es probable que las

tendencias observadas estén influenciadas por la cantidad de modelos y
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parametros analizados, o que aumenta la probabilidad de que un resultado sea

significativo por un efecto estocastico.

Influencia del MHC en el reclutamiento del Chorlo nevado

No encontramos evidencia que el reclutamiento estuviera asociado a la diversidad
genética del MHC clase | (Tabla 6) y Il (Tabla 8) en el Chorlo nevado. De igual
manera, el sexo de las crias, la fecha de eclosion y la cantidad de cuidado
biparental, no esta relacionada con las tasas de reclutamiento dentro de esta

poblacion.

Variacion temporal del MHC

Para MHC clase I, la frecuencia de los supertipos entre cohortes present6 una gran
variacion (Figura 1). Con la excepcidén de una caida dréastica en la frecuencia de
algunos supertipos comunes para el afo 2012, la mayoria de los supertipos
comunes no presentaron cambios drasticos en sus frecuencias a través de los afos.
El supertipo 7 (S7), mostré una gran variacion en sus frecuencias a través de los
afos, con una caida bastante pronunciada en sus frecuencias hacia el afio 2012 y
un incremento considerable para el afio 2013. Por su parte, el S1 (supertipo 1)
considerado como raro incrementé en su frecuencia hacia los ultimos afos de este

estudio.

Por su parte la frecuencia de alelos para el MHC clase Il mostré una amplia variacion
entre el periodo es estudio del 2006 al 2016. Alelos que fueron categorizados como
raros (alelos 2, 3 y 6), presentaron pocos cambios en sus frecuencias a través de
los afios. En el caso de los alelos mas comunes (alelos 1, 4 y 5), éstas mostraron
cambios dréasticos en sus frecuencias hacia la mitad del periodo de estudio (Figura
2), con dos de ellos disminuyendo y uno incrementando su frecuencia hacia el afio
2012, para posteriormente recuperar su comportamiento en cambio de frecuencia a

través de los ultimos afios de este estudio.
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Discusién

Los genes del MHC, al estar directamente asociados a caracteristicas ligadas a la
adecuacion bioldgica (Piertney y Oliver 2006), son candidatos idoneos para poner
a prueba si la diversidad o alelos/supertipos especificos estd asociada con la
supervivencia. En este trabajo se investigb como la diversidad genética del MCH
clase 1 y Il se encontraba relacionado con la supervivencia y reclutamiento en una
poblacion de Chorlo nevado, controlando por factores que podrian causar confusion
como lo son fecha de eclosion, cuidado bi-parental y el sexo de las crias.
Encontramos que la cantidad de cuidado biparental da una ventaja en la
supervivencia de las crias de Chorlo nevado, mas que la diversidad de alelos o
supertipos del MHC. Nuestro estudio nos indica, que la supervivencia o
reclutamiento de crias del Chorlo nevado no se encuentra relacionada con
supertipos o alelos especificos del MHC clase | y II. Esto a pesar de que se observa
una tendencia de uno de los supertipos que afecta la supervivencia de las crias.
Ademas, exploramos los cambios temporales en las frecuencias de alelos para el
MHC clase | y Il a través del tiempo. encontrando que existe una amplia variacion

en cambio de frecuencias de alelos a través de los afnos.

Estudios donde se evalué la importancia de la diversidad de alelos o supertipos del
MHC han mostrado resultados mixtos. Brouwer y colaboradores (2010),
encontraron que juveniles del Carricero de Seychelles, que presentaban una mayor
diversidad de alelos del MHC clase |, sobreviven mejor que juveniles con baja
diversidad (Brouwer et al 2010). Sin embargo, esta asociacion positiva entre una
alta diversidad del MHC y supervivencia, no fue evidente en adultos de esta especie
(Brouwer et al. 2010). Por su parte, en el Carbonero Comun no se encontrdé una
ventaja en cuanto a la supervivencia de adultos que presentaban una alta diversidad
del MHC (Sepil et al 2013). En el presente estudio, no se encontré una relacion de
la diversidad de alelos o supertipos del MHC clase | y I, con la supervivencia o
reclutamiento en crias de Chorlo nevado. En aves, el desarrollo de una respuesta
inmune adaptiva (como la iniciada por los genes del MHC) adecuada, se espera sea

desarrollada por completo entre la cuarta a la sexta semana después de la eclosiéon
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(Killpack y Karasov 2012). Por lo que una relacion entre la supervivencia y la
diversidad de alelos del MHC podria no ser esperada en etapas muy tempranas de
vida. En nuestra poblacién de estudio, sabemos que la mayoria de crias mueren
entre la primera y segunda semana (Cruz-Lépez et al 2017). Por lo que otros
factores parecen ser mas importantes para la supervivencia en etapas tempranas

de vida del Chorlo nevado.

En nuestros modelos incluimos covariables de historia de vida como la fecha de
eclosion y cuidado bi-parental. La fecha de eclosion fue excluida de subsecuentes
analisis al no ser significativa. Por el contrario, conservamos la covariable de
cuidado biparental en analisis sucesivos, al mostrar una relacion positiva y
significativa con la supervivencia de crias del Chorlo nevado, para ambas clases de
MHC. En el Gorrion Comun un estudio donde se evalud la supervivencia y
reclutamiento en relacion a la diversidad de alelos del MHC y otras variables, los
resultados mostraron que covariables de historia de vida como el peso en diferentes
etapas de crecimiento o la fecha de eclosion, son més importantes para explicar la
supervivencia y reclutamiento que la diversidad genética del MHC (Karlsson et al.
2015). La supervivencia en etapas tempranas de vida en aves y mamiferos suele
estar influenciada por condiciones ambientales y calidad de cuidado parental (Klug
y Bonsall 2014), al igual que el genotipo de los individuos (Ellegren y Sheldon 2008).
Sin embargo, se suele omitir covariables no genéticas en este tipo de estudios, y
esto podria estar arrojando resultados sesgados o erréneos, puesto que variables
no genéticas parece estar explicando en mayor medida la supervivencia y
reclutamiento en poblaciones naturales. En el Chorlo nevado, sus crias son
precociales y altamente moviles a las pocas horas después de que eclosionaron, y
son capaces de alimentarse por si solas. Sin embargo, durante las primeras
semanas de vida son incapaces de regular su temperatura corporal y dependen de
los padres para mantenerse en un Optimo de temperatura corporal. Por otro lado,
existe alta competencia y peleas constantes por zonas de alimentacion entre
conespecificos y otras especies de aves playeras que se reproducen en la misma

area. Dos padres pueden proveer mejor cuidado parental (termorregulacion vy
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defensa de crias) dando ciertas ventajas a sus crias, respecto a las familias donde
uno de los padres abandona muy temprano. Es por lo antes mencionado, que la
intensidad de cuidado bi-parental y no el numero de alelos encontrados en las crias,
podria estar explicando mejor la supervivencia de crias de Chorlo nevado en etapas

tempranas de vida.

Estudios previos en poblaciones naturales han demostrado que alelos especificos
podrian estar relacionados con la supervivencia. En el Chipe de las Seychelles, se
encontré que crias que presentaban el alelo Ase-ua4, tenian hasta cinco veces
mayor supervivencia que aquellos que no presentaban este alelo (Brouwer et al.
2010). Mientras que, en el Gorrion Comun (Passer domesticus), se reportdé que no
existe una relacion del nimero de alelo de MHC clase | con la supervivencia de
crias, juveniles o reclutamiento (Karlsson et al. 2015). No obstante, alelos
especificos estuvieron asociados positivamente a la supervivencia de crias y tasas
de reclutamiento (Karlsson et al. 2015). Asimismo, dos alelos mostraron una
relacion negativa con la supervivencia de crias en este estudio (Karlsson et al.
2015). Nuestros resultados, nos indican que crias del Chorlo nevado que presentan
el supertipo-1 (S1), muestra una tendencia a presentar una menor supervivencia
(Tabla 2). La aparente asociacion estadistica con crias que presentan el S1 podria
ser un mero efecto estocastico. EIl modelo que muestra un efecto potencial de la
supervivencia del S1, no resultdé ser el mejor modelo de prediccion de la
supervivencia de las crias en el contexto de la diversidad del MHC clase | (Tabla 1).
Consistente con esta interpretacion, observamos que la frecuencia del S1 aumento
durante el periodo de nuestro estudio. Si S1 conduce a una menor supervivencia en
crias, uno esperaria el resultado opuesto, a menos que la supervivencia en etapas
de vida posteriores aumente para los individuos portadores de S1. Por ejemplo,
Paterson y colaboradores (1998) encontraron que los alelos del MHC muestran

diferentes asociaciones en diferentes etapas de vida en la Oveja de Soay.

Por otro lado, el S1 parece mantenerse cercano a las frecuencias a las cuales se

les considera como un supertipo raro (con excepcion del afio 2012 y 2013

82



gue presenta frecuencias por arriba del 10%) y no muestra un gran
incremento en sus frecuencias (Figura 2). En el Carricero Tordal se encontro
gue la variacién en frecuencias de ciertos alelos del MCH clase |, ocurrié en
apenas nueve afios (Westerdahl et al. 2004). Incluso, este trabajo demostrd
que cambios en frecuencias de estos alelos pueden darse de un afio a otro.
Recientemente, un alelo raro (OLADRB 263) descrito por Paterson y
colaboradores (1998), que incrementa la resistencia a parasitos y la
supervivencia en la Oveja de Soay, en etapas de juveniles. Incrementd su
frecuencia a lo largo de los 23 afios que se ha estudiado su poblacion (Huang
et al. 2022). En ambos estudios (Westerdahl et al. 2004 y Huang et al. 2022),
concluyen que estos cambios en frecuencias de alelos a través del tiempo
podrian deberse a procesos de seleccion balanceadora, derivada de
presiones selectivas causadas por cambios en la comunidad de patégenos a
través del tiempo en una determinada poblacion. Incorporar mas datos
provenientes de nuevas cohortes y clases de edades (juveniles y adultos) e
indagar si patdgenos intracelulares (ej. Plasmodium Sp.) ocurren en nuestra
poblacién, podria ayudarnos a identificar si el aumento y/o mantenimiento en
el S1, al igual que, la gran variacion observada en las frecuencias de cierto
supertipos se debe a procesos de seleccidon mediados por patdégenos o bien
procesos demograficos. Una posibilidad es que algunos de los nuevos
individuos de Chorlo nevado que inmigran cada afio a la poblacién de Ceuta
como reproductores, estén incorporando estos supertipos raros (ej. S1) a la
poblacion, donde sus crias tienden a sobrevivir menos. Con una tasa
constante de inmigrantes cada afo incorporando estos supertipos raros, es
posible que se logre mantener en baja frecuencia estos supertipos, los cuales
se llegan a considerar como raros, pero no brindan una ventaja en términos

de adecuacion biologica local.

A pesar que diversos estudios han demostrado la importancia de la diversidad o
alelos especificos del MHC clase Il en tasas de supervivencia (Paterson et al. 1998;

Bateson et al. 2016). En nuestro estudio no encontramos una relacion o tendencia

83



con la supervivencia (Tabla 4) o reclutamiento (Tabla 8) asociado con la diversidad
del MHC clase Il. Un estudio previo donde se caracterizé el MHC del Chorlo nevado
a través de su distribucién geogréfica (incluyendo la poblacién de este estudio)
revel6 que el MHC clase I, presenta una baja diversidad de alelos y los individuos
genotipificados presentaron de uno a dos alelos (Cruz-L6pez et al. 2020). EIl MHC
clase I, esta asociado a una respuesta inmune contra patdégenos extracelulares
(Sommer 2005). La baja diversidad encontrada en el Chorlo nevado (seis alelos a
nivel poblacional, con individuos llevando de uno a dos alelos) nos hace pensar que
esta especie presenta bajas exposicion a patdgenos extracelulares (Ver Cruz-Lopez
et al. 2020). Esto nos podria explicar la poca o nula relevancia del MHC clase Il en

la supervivencia del Chorlo nevado.

Finalmente, disminuir el nimero de datos incluidos (197 crias genotipificadas para
periodo 2006 al 2012) en los andlisis pudo haber afectado los resultados de como
la diversidad del MHC (nimero de alelos y supertipos) influye en la supervivencia
del Chorlo nevado. Un estudio reciente habla de la necesidad de tener tamarios de
muestra grandes (>200) para tener una mayor certeza de que los efectos del MHC
sobre caracteristicas de adecuacion biologica (ej. supervivencia) son reales
(Gaigher et al. 2019). Incluso, los autores concluyen que un mayor numero de
muestra (>200 a 1,000) es requerido cuando se busca investigar los efectos de
alelos especificos del MHC y su relacion con la adecuacién biologica de los
individuos (Gaigher et al. 2019). (Gaigher et al. 2019).

Conclusion

Podemos concluir que nuestro estudio aporta evidencia de que no existe una
relacion de la diversidad de alelos o supertipos especificos con la supervivencia y
tasas de reclutamiento en crias del Chorlo nevado de la Bahia Ceuta. Esto a pesar
de que se observo una tendencia negativa de un supertipo especifico afectando la
supervivencia de crias. Si este supertipo, no brindan una ventaja en la
supervivencia, esperariamos que su frecuencia fuera baja y con tendencia a

desaparecer de la poblacion. Sin embargo, un buen nimero de Chorlos nevados
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inmigran cada afio hacia nuestra poblacion de estudio, y éstos podrian mantener a
los supertipos en la poblacion. Se esperaria que adultos reproductores con estos
supertipos y bajo éxito reproductivo, emigraran a otros sitios en busca de
incrementar su éxito reproductivo. Esto nos deja abierta la posibilidad de indagar en
un futuro, la posibilidad de evaluar cobmo un bajo éxito reproductivo podria estar
influyendo en movimientos o cambios demograficos en nuestra poblacion. Por otro
lado, nuestro estudio deja en evidencia la importancia de controlar por factores de
confusién como lo son caracteristicas de historia de vida o morfoldgicas en este tipo
de estudios. El no incluirlos en los analisis podria desestimar la importancia de estos
factores en la adecuacion biolégica de poblaciones. También limitaria nuestra
comprension sobre los procesos ecolégicos mas relevantes para conservar
poblaciones que se encuentran disminuyendo o amenazadas por otros factores
ambientales, de historia de vida, fisiol6gicos o conductuales. O bien, una
combinacion de éstos con factores asociados a la diversidad genética. Lo anterior
es importante, dado que programas de conservacion podrian estar enfocando
esfuerzos de manejo y conservacion en los factores més relevantes para lograr una
conservacion efectiva en una especie o poblacién amenazada. Finalmente, a pesar
gue nuestros resultados muestran que no existe una relacion significativa de
parametros del MHC con la supervivencia de crias del Chorlo nevado, creemos
necesario incrementar el tamafio de muestras. Esto podria ayudarnos a despejar
estas dudas sobre la tendencia observada en algunos de los supetipos (ej. S1).
Ademdas, comprender mejor cOmo este tipo de correlaciones entre genes del MHC
con componentes de adecuacion bioldgica, pueden estar ocurriendo y la magnitud
en la cual ocurren estas relaciones. O bien, plantear un diferente escenario de cémo
nuestra especie de estudio podria estar manteniendo la diversidad del MHC. Debido
a que el MHC clase | presenta una fuerte firma de presién selectiva en el Chorlo
nevado (Cruz-Lépez et al. 2020), es probable que patégenos intracelulares estén
jugando un papel importante en procesos de seleccion y evolucion de este grupo de
genes inmunes en nuestra especie de estudio. Seria interesante examinar la
comunidad de patdégenos intracelulares (ej. malaria 0 hemopardsitos) y sus

afectaciones al Chorlo nevado a través de sus poblaciones e investigar como estos
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podrian estar afectando o moldeando cambios en su demografia, o bien, los
mecanismos detras de la evolucion y mantenimiento de la diversidad genética del

MHC en poblaciones del Chorlo nevado.
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Tablas y figuras

MHC clase |_supervivencia

Tabla 1. Seleccion de modelos de las variables asociadas al MHC clase | y la

supervivencia en el Chorlo nevado. CuidadoBip= Cuidado biparental; S1 a S7=

Supertipos 1 al 7; Sraros= Supertipos raros (incluye S1y S2); DivMHCI= Diversidad

de alelos del MHC clase I; DivS= Diversidad de supertipos.

Modelo GL LogLik AlCc Ai wi
CuidadoBip + S2 + S3 + S6 + S7 +Sraros 36 -311.4 7151 0.0 0.51
CuidadoBip+S1+S2+S3+S4+S6+S7 37 -311.7 717.0 18 0.20
CuidadoBip + DivMHCI 37 -311.9 7183 3.1 0.10
CuidadoBip + DivS 36 -313.2 719.1 3.9 0.07
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo 37 -3125 720.2 5.0 0.04
CuidadoBip + Fecha_eclosion*DivMHCI 39 -3106 7205 5.3 0.03
CuidadoBip + Sexo * DivS 41 -307.7 7214 6.3 0.02
CuidadoBip + Sexo*DivMHCI 39 -311.7 7237 8.5 0.00
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Tabla 2. Factores asociados a la supervivencia del Chorlo nevado. Se muestran los
modelos que mostraron mejor ajuste durante la selecciéon de modelos (AICc <2).
CuidadoBip= Cuidado biparental; S1-S7= Supertipos del 1 al 7; Sraros= Supertipos
raros (incluye al S1y S4).

Modelo con supertipos individuales VS supertipos raros
EE Valor Valor

Variable Exp(coef) (coef) Z p

CuidadoBip 0.92 0.03 -2.89 <0.01
S2 1.54 0.41 1.05 0.29

S3 0.97 0.37 -0.07 0.95

S6 0.75 0.35 -0.81 042

S7 1.80 0.36 1.64 0.10
Sraros 5.10 0.86 1.88 0.06*

Modelo con supertipos individuales

CuidadoBip 0.92 0.03 -2.87 <0.01
S1 5.51 0.87 1.96 0.05*

S2 1.43 0.44 082 041

S3 0.89 0.41 -0.26  0.79

S4 3.70 1.15 1.14 0.25

S6 0.72 0.36 -0.89 0.37

S7 1.71 0.37 146 0.14
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MHC clase Il_supervivencia

Tabla 3. Seleccion de modelos de las variables asociadas al MHC clase Il y la

supervivencia en el Chorlo nevado. CuidadoBip= Cuidado biparental; HeterMHCII=

Heterocigocidad del MHC clase II; Alraros= Alelos considerados raros (incluye Alelo

2, Alelo 3y Alelo 6).

Modelo GL LogLik AICc Ai wi
CuidadoBip + HeterMHCI|I 35 -314.4 717.50 0.00 0.61
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo 37 -312.4 719.10 1.60 0.27
CuidadoBip + MHCII_1 + MHCII_4 + MHCII_5 + Alraros 37 -314.0 721.90 4.40 0.06
CuidadoBip + HeterMHCII*Sexo 37 -313.7 723.00 5.50 0.03
CuidadoBip + MHCIl_1 + MHCII_2 + MHCII_3 + MHCII_4 +
MHCII_5 + MHCII_6 39 -313.0 725.70 8.20 0.01
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Tabla 4. Factores asociados a la supervivencia del Chorlo nevado. Se muestran los

modelos que mostraron mejor ajuste durante la selecciéon de modelos (AICc <2).
CuidadoBip= Cuidado biparental; HeterMHCII= Heterocigocidad del MHC clase II.

Modelo MHCII con Zigocidad

EE Valor Valor

Variable Exp(coef) (coef) Z p
CuidadoBip 0.92 0.03 -2.84 <0.01
HeterMHCII 0.87 0.28 -0.51 0.61
Modelo nulo 0 (Fecha_eclosion + CuidadoBip +
Sexo)

Fecha_eclosion 1.24 0.17 1.29 0.20
CuidadoBip 0.91 0.03 -3.00 <0.01
Sexo 1.18 0.28 0.60 0.55
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MHC clase |_reclutamiento

Tabla 5. Seleccion de modelos de las variables asociadas al MHC clase | y

reclutamiento en el Chorlo nevado. CuidadoBip= Cuidado biparental; DivS=

Diversidad de supertipos; Sraros= Supertipos raros; DivMHCI= Diversidad de alelos

del MHCI.
Modelo GL LogLik AICc Ai wi

Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo + DivS 8 -58.1 133.10 0.00 0.73
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo*DivS 9 -58.2 135.40 2.30 0.22
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo + S3 + S4 + S6

+ S7 + Sraros 12 -57.5 141.00 7.90 0.01
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo + DivMHCI 8 -62.3 141.50 8.40 0.01
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo 7 -63.6 141.80 8.70 0.01
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Tabla 6. Factores asociados al reclutamiento del Chorlo nevado. Se muestran los
modelos que mostraron mejor ajuste durante la selecciéon de modelos (AICc <2).

CuidadoBip= Cuidado biparental; DivS= Diversidad de supertipos

Modelo con diversidad de supertipos

Variable Estimado EE ValorZ Valorp
Intercepto -6.40 2.75 -2.33 0.02
Fecha_eclosion -0.01 0.75 -0.01 0.99
CuidadoBip 0.04 0.10 0.36 0.71
Sexo 2.00 1.17 1.70 0.08
DivS -1.47 1.14 -1.30 0.19
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MHC clase Il_reclutamiento

Tabla 7. Seleccion de modelos de las variables asociadas al MHC clase Il y

reclutamiento en el Chorlo nevado. CuidadoBip= Cuidado biparental; HeterMHCII=

Heterocigocidad del MHC clase Il

Modelo GL LogLik AlICc Ai wi
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo 7 -54.1 123.00 0.00 0.44
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo*HeterMHCII 9 -523 123.80 0.80 0.29
Fecha_eclosién + CuidadoBip + Sexo + HeterMHCII 8 -535 124.00 1.00 0.26
Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo + MHCII_1 +
MHCII_2 + MHCII_3 + MHCIl_4 + MHCII_5+ MHCII_6 13 -53.7 135.70 12.70 0.00
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Tabla 8. Factores asociados al reclutamiento del Chorlo nevado. Se muestran los

modelos que mostraron mejor ajuste durante la selecciéon de modelos (AICc <2).

CuidadoBip= Cuidado biparental; HeterMHCII= Heterocigocidad del MHC clase II;

Modelo nulo 0 (Fecha_eclosion + CuidadoBip + Sexo)

Variable Estimado EE ValorZ Valorp
Intercepto 1.01 216 4.68 <0.01
Fecha_eclosion -6.80 7.30 -0.10 0.92
CuidadoBip -0.01 1.17 -0.01 0.99
Sexo 1.20 1.24 1.77 0.07
Modelo con interaccion (Sexo*HeterMHCII)

Intercepto -14.00 438 -3.20 <0.01
Fecha_eclosion -0.15 0.81 -0.19 0.84
CuidadoBip -0.01 0.13 -0.02 0.98
Sexo 491 3.34 1.45 0.14
HeterMHCII 5.04 3.77 1.33 0.18
Sexo2:HeterMHCII -4.50 3.80 -1.20 0.23
Modelo MHCII con Zigocidad

Intercepto -11.05 247 -4.46 <0.01
Fecha_eclosion -0.05 0.73 -0.07 0.94
CuidadoBip -0.01 0.12 -0.02 0.98
Sexo 1.98 124 1.60 0.11
HeterMHCII 1.43 1.44 0.99 0.32
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Figura 1. Frecuencia de los siete supertipos del MHC clase | entre las diferentes
cohortes. Las frecuencias fueron calculadas como el nimero de ocasiones que un
supertipo fue observado en cada cohorte y dividido por el nimero total de supertipos
observados para esa cohorte. Consideramos el numero total de individuos
genotipados que pasaron los filtros de calidad (562 individuos) para el periodo 2006
al 2016 (no se cuentan con datos para el afio 2014). Las columnas (eje secundario)

representan el porcentaje de crias que fueron genotipificadas por afio.
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Figura 2. Frecuencia de los seis alelos del MHC clase Il observado entre las
diferentes cohortes de crias del Chorlo nevado. Las frecuencias fueron calculadas
como el nimero de ocasiones que un alelo fue observado en cada cohorte y dividido
por el numero total de alelos observados para esa cohorte. Consideramos el nimero
total de individuos genotipados (558 individuos) para el periodo 2006 al 2016 (no se
cuentan con datos para el afio 2014). Las columnas (eje secundario) representan el
porcentaje de crias que fueron genotipificadas por afio.
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Capitulo V. Discusioén general

El proposito de este estudio fue investigar como factores demograficos, de historias
de vida y genéticos estan relacionados con la viabilidad y supervivencia de una
especie de ave playera amenazada en Norteamérica. En primer lugar, se evalud la
viabilidad de una poblacién subtropical de Chorlo nevado (Charadrius nivosus) en
el Noroeste de México y las tasas vitales involucradas en cambios en el tamafio de
una de las poblaciones mas importantes para esta especie en México. Al mismo
tiempo, se determind la variacion de la supervivencia en diversas etapas de vida y
el éxito reproductivo del Chorlo nevado basados en datos de monitoreo detallados
y colectados durante un periodo inicial de siete afios. En segundo lugar, se
caracterizaron ocho poblaciones de Chorlo nevado, representantes de las tres
subespecies reconocidas a lo largo de su &area de distribucion, con base a los genes
del MCH clase | (exén 3) y clase Il (ex6n 2). Finalmente, se investigd como la
diversidad genética del MHC clase | y clase Il, se encontraba relacionada con la
supervivencia y tasas de retorno de las crias de Chorlo nevado considerando la
variacion ambiental y conductual de una poblacion de la region subtropical con un

historial de monitoreo de mas de diez afos.

Los analisis de viabilidad poblacional, suelen ser utilizados para evaluar el riesgo de
extincion y los factores demograficos o tasas vitales prioritarias para la
investigacion, la planificacion e implementacion de acciones de manejo orientadas
a la conservacion de especies o poblaciones en riesgo (Chaudhary y Oli, 2019). El
analisis de viabilidad de la poblacién de Chorlo nevado de Bahia de Ceuta predice
una probabilidad de extincion de la poblacion del 99.8%, dentro de los siguientes 25
afos a partir del 2012. No obstante, en afios subsecuentes al 2012, se observé que
la poblacién de reproductores se mantuvo estable e incluso la poblacion duplicd su

namero de individuos reproductores en afios recientes (2019 al 2023).

Existen varias razones por las que la trayectoria proyectada por el modelo no
coincide con la tendencia poblacional actualmente observada. En primera instancia,

hemos presenciado un incremento sustancial en la inmigracién, la cual no fue
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originalmente considerada en el modelo. De manera regular, en la poblacién de
estudio se observan nuevos individuos cada afio (marcamos alrededor del 90% de
los reproductores y el 95% de las crias cada afio), lo cual, podria estar explicando
gue la poblacion se mantenga e incluso que algunos afios incremente el nimero de
reproductores. Se sabe que, en poblaciones de aves silvestres, los inmigrantes
pueden ser la fuente de un rescate demografico en poblaciones que muestran
déficits demogréficos locales (Millon et al. 2019). En una poblaciéon del Carabo
Comun (Strix aluco) que experimenta bajas tasas reproductivas, el tamafio de su
poblacion se mantuvo estable a través de 15 afios de estudio. Esto debido, a que la
baja tasa de retorno local (causado por las bajas tasas reproductivas) se ve
compensada por la duplicacién en la proporcion de inmigrantes entre lIos nuevos
reclutas (Millon et al. 2014).

La afluencia observada de inmigrantes en el estudio presentado aqui, puede
deberse a dos razones. Cabe la posibilidad de que existan poblaciones fuentes
cercanas que producen muchas mas crias de las que pueden ser reclutadas en la
poblacién, o bien podria deberse a la continua pérdida del habitat a lo largo de la
costa mexicana del Pacifico, lo que significa, que un mayor numero de
reproductores tienen que moverse a un menor numero de sitios protegidos como
nuestra area de estudio. Durante censos y monitoreos realizados en 2019, al
ampliar la busqueda de reproductores en la Bahia de Ceuta se descubrieron sitios
nuevos de anidacién y crianza, localizados aproximadamente a 3 km del sitio
principal (antigua salinera), que estan siendo utilizados por individuos de la
poblacion reproductora principal. Gracias al seguimiento que se les ha dado a estos
nuevos sitios, sabemos que existe intercambio de individuos reproductores entre
sitios. Los nuevos sitios ofrecen a las familias un acceso directo a los cuerpos de
agua y son utilizados mayormente hacia el final de la temporada, cuando el sitio
principal se encuentra completamente secos. Este tipo de inmigracién entre
poblaciones o red de pequeiios sitios reproductivos, puede prevenir las extinciones
locales. Esto, en funcién de la conectividad entre un sitio principal y la red de sitios

secundarios que constituyen las poblaciones fuentes-sumideros (Hanski, 2001).
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Este intercambio de individuos del Chorlo nevado entre sitios dentro de la Bahia de
Ceuta, podria explicar porque la poblacién principal se ha mantenido estable a
través de los afios, a pesar de la proyeccién del modelo de viabilidad. Otro factor a
considerar es la pérdida de habitat como salitrales (sitios preferidos por Chorlos
para anidar) a causa del desarrollo en sistemas productivos como la acuacultura.
Lo que obliga a los reproductores que usaban esas zonas a moverse a otros sitios
y podria ser una fuente de inmigrantes para sitios como la antigua salinera de Bahia

de Ceuta.

Otro aspecto a considerar, es que se observaron fluctuaciones ambientales
considerables que influyeron en las tasas vitales de la poblacion. Por ejemplo, en
las temporadas reproductivas en los que en la poblacién principal (antigua salinera)
hay abundancia y disponibilidad de agua, el niamero de reproductores y la
supervivencia de crias fue mayor que afios con ausencia de agua en el sitio (Gomez
del Angel, 2023). Esto puede ser particularmente importante para especies
longevas como el Chorlo nevado, ya que la poblacidon puede incluso mantenerse
estable, si el éxito reproductivo bajo en varias temporadas es compensado por un
alto éxito reproductivo en otras temporadas. En Europa, algunos estudios han
demostrado que la distribucién de aves playeras durante su reproduccion, esta
estrechamente relacionada a sitios que presentan cierto grado de humedad, y el
drenaje o escases de agua en areas de anidacion provoca la pérdida de habitat en

extension y calidad (Milsom et al. 2002; Eglington et al. 2009).

Un tercer punto para resaltar lo representan las acciones de manejo que se
implementaron en respuesta a las predicciones poco alentadoras sobre el destino y
la disminucion poblacional observada. Aunque menores (limitar el acceso al sitio
durante la temporada reproductiva, sefialamientos, brindar fuentes de agua durante
la temporada seca), estas acciones han sido aparentemente efectivas en detener o
revertir la tendencia negativa de la poblacién. Muy probablemente estas acciones
no sean suficientes para garantizar el bienestar de la poblacion de aves que se

reproducen en la Bahia de Ceuta, por lo que acciones a otro nivel, como restablecer
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el flujo hidrologico hacia la antigua salinera, son necesarias para abordar los retos

a largo plazo que enfrenta la poblacion.

Para concluir, es posible que alguno de estos factores mencionados o la
combinacion de alguno de ellos, podria estar contribuyendo a que la poblacion
reproductora del Chorlo nevado en Bahia de Ceuta, se mantenga estable a través
del tiempo. Sin embargo, no fuimos capaces de incluir estos factores en nuestro
modelo inicial de riesgo de extincion, debido a que, desconociamos estos sitios o
parches reproductivos y contamos con pocos datos de la calidad del habitat o la
cantidad de agua disponible a través de los afios y temporadas reproductivas del
sitio. Esto brinda una oportunidad para reevaluar el modelo de viabilidad poblacional
e incluir variables de la calidad del ambiente y factores demogréficos a nivel meta-
poblacional, para tener un analisis mas robusto que represente de una mejor
manera los procesos involucrados en la permanencia o viabilidad de esta poblacion

de Chorlo nevado.

Una parte importante de los modelos demogréaficos y andlisis de viabilidad, es
conocer la sensibilidad de las diferentes tasas vitales que podrian afectar las tasas
de crecimiento poblacional. En nuestro analisis, la supervivencia de adultos, mostré
una mayor sensibilidad a los cambios demograficos. Esto nos indica que las
acciones de manejo y conservacion deberian estar enfocados en areas donde la
supervivencia de adultos es limitada. Un estudio donde se evaluoé las tasas vitales
de seis especies de aves playeras que anidan en el Artico, indic6 que la
supervivencia de adultos es la tasa vital mas relevante que podria conducir a
cambios demogréficos en estas especies, con la supervivencia de juveniles como
el segundo parametro de importancia, actuando en los cambios de las tendencias
poblacionales de estas seis especies de aves playeras (Weiser et al. 2020). La
mayoria de estos analisis utilizan supervivencia aparente de adultos (producto de
dos probabilidades, supervivencia verdadera y fidelidad al sitio). EI monitoreo
continuo de la poblacién de Chorlo nevado en la Bahia de Ceuta, nos permite

hipotetizar que la disminucién en supervivencia aparente, es el resultado de una
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emigracion permanente en esta poblacidon (disminucion de fidelidad al sitio). Muy
pocos individuos adultos han sido encontrados muertos en el sitio, a pesar de un
monitoreo intensivo durante reproducciéon. Esta emigracion permanente, podria
deberse al bajo éxito reproductivo (ej. baja supervivencia de crias y juveniles) o la
degradacion del hébitat a través de la temporada reproductiva, debido

principalmente a la escases de agua, en el tiempo adecuado, a través de los afos.

Un estudio realizado por Eberhart-Phillips y colaboradores (2017), demostrd que los
cambios en el tamafio o crecimiento de esta poblacion estan influenciados por la
supervivencia aparente de las hembras adultas (Eberhart-Phillips et al. 2017). Un
menor nimero de hembras en la poblacién, es la razén por la cual, es un factor
limitante en el crecimiento de esta poblacion y las acciones de manejo deberian
estar enfocadas en retener un mayor numero de hembras reproductivas dentro de
la poblacién. Sin embargo, la diferencia en la proporcion sexual de adultos sesgada
hacia machos observada en la Bahia de Ceuta, es mayormente influenciada por la
supervivencia de machos en etapas tempranas de vida (crias y jovenes). Ello
sugiere, que la supervivencia en etapas tempranas de vida puede afectar la
viabilidad de una poblacién, a través de la variacion de la proporcién sexual de
adultos (Eberhart-Phillips et al. 2017). En familias consideradas como tempraneras
durante la temporada reproductiva, las hembras desertan mas rapido que en
familias tardias, ofreciendo la posibilidad de iniciar una segunda nidada (Kupan et
al. 2021). No obstante, se confirmé que la desercion no se traduce en la produccion
de un mayor namero de volantones. En aquellas hembras que proporcionan
cuidados por mas tiempo alcanzan un éxito reproductivo (niumero de volantones)
similar al de las hembras que desertan y tienen una segunda nidada, pero en un
tiempo significativamente menor (Kupan et al. 2021). Este ahorro de tiempo de las
hembras que cuidan por mas tiempo (9 dias o0 mas) dando una ventaja en
supervivencia de sus crias, se traduce en tener suficiente tiempo para establecer
una segunda nidada y, por tanto, pueden aumentar ain mas su éxito reproductivo.
Este comportamiento tan plastico, permite a las hembras del Chorlo nevado,

maximizar su éxito reproductivo a través del uso de la poliandria secuencial como
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un segundo plan que compensa la baja supervivencia de las crias de la primera

familia, en un ambiente estocastico (Kupan et al. 2021).

Si determinados factores (deterministicos o estocasticos) afectan las tasas vitales,
esto podria impactar la viabilidad de una poblacion al afectar su tamafio poblacional
(Reeds 2008). Poblaciones pequefias suelen ser mas vulnerables a la extincion al
disminuir su potencial adaptativo. Siendo el potencial adaptativo de una especie
determinado por la cantidad de variacién genética (aditiva) de las caracteristicas
asociadas a la adecuacién bioldgica, dentro y entre poblaciones (Funk et al. 2018).
La conservacion del potencial adaptativo es fundamental para que especies y
poblaciones puedan responder antes cambios ambientales. Los genes del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC) estan directamente asociados con la
adecuacion biologica (supervivencia, éxito reproductivo, resistencia contra
patdgenos, etc.) en los vertebrados. Para evaluar si estos genes estaban
relacionados con la adecuacion biologica del Chorlo nevado, se caracterizo el exon
3 del MHC clase | y el exén 2 del MHC clase |I.

Dentro del orden Charadriiforme (aves playeras, gaviotas y otros) han sido pocos
los estudios que han caracterizado el MHC (Ekblom et al. 2007; Cloutier et al. 2011;
Buehler et al. 2013; Burri et al. 2014; Vasquez-Carrillo et al. 2014; Pardal et al. 2017;
Mancilla-Morales et al. 2022) en comparacién con otros grupos de aves, por
ejemplo, los paseriformes. Estos estudios han demostrado, que existe una gran
variacion en la arquitectura genética del MHC a través de las diferentes familias de
aves. En primer lugar, aves no-paseriformes presentan una arquitectura compacta
del MHC con un bajo nimero de loci (Minias et al. 2018). Para el Chorlo nevado,
amplificamos hasta cuatro loci para el MHC clase |. Otros estudios en
Charadriiformes han encontrado un namero similar de loci para el MHC clase |
(Buehler et al. 2013; Pardal et al. 2017). En contraste, en paseriformes se han
reportado hasta 65 alelos por individuo para el MHC clase I, lo que representa hasta
33 loci (Biedrzycka et al. 2017). En el caso del MHC clase I, otros estudios dentro

del orden de los Charadriiformes reportan de manera consistente hasta dos loci por
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individuo (Mancilla-Morales et al. 2022) y un maximo de cuatro alelos por individuo.
Para el Chorlo nevado, se encontré6 un maximo de dos alelos por individuos (un
locus). Esto indica que los primers/iniciadores disefiados para el Chorlo nevado y
otros miembros de la familia Charadriidae, probablemente amplificaron un solo locus
para nuestra especie de estudio. Es posible que los primers solo fueron capaces de
amplificar un solo gen dentro del MHC clase II. Otra posibilidad, es que el MHC
clase Il en el Chorlo nevado no presente eventos de duplicacion y que este sea una

caracteristica ancestral dentro de la especie o bien de la familia Charadriidae.

En un trabajo realizado por Minias y colaboradores (2018), reporta que existe una
fuerte presion selectiva en el MHC clase Il en aves no-paseriformes que en
paseriformes (Minias et al. 2018), con una mayor diversidad alélica dentro del MHC
clase Il dentro los no-paseriformes. Esto lo atribuye a las presiones selectivas
impuestas por patdgenos intra y extracelulares actuando de manera diferente entre
paseriformes y no-paseriformes. En el caso de los Charadriiformes, estos parecen
no seguir el patrén propuesto por Minias y colaboradores. Por ejemplo, en aves
playeras (Scolopacidae y Charadriidae) presentan una mayor firma de seleccion en
el MHC clase | respecto al clase Il. Particularmente, en el Chorlo nevado se encontrd
hasta 40 alelos para el MHC clase | en ocho poblaciones muestreadas, con
individuos portando hasta siete alelos. Mientras, que solo se registraron seis alelos

para el MHC clase Il y de uno a dos alelos por individuo.

Minias y colaboradores (2018), proponen dos posibles mecanismos para explicar
esta presiones selectivas y diferencias entre paseriformes y no-paseriformes. En
primer lugar, hace mencion que la diferencia en el tamafo entre paseriformes y no-
paseriformes es un factor determinante para que se presente una mayor diversidad
de patégenos o parasitos extracelulares. Por lo regular, no-paseriformes suelen ser
de mayor tamafo y esto brinda un mayor numero de nichos y pueden soportar mas
patdégenos extracelulares que aves pequefias (ej. muchas paseriformes). Segundo,
entre estos dos grupos de aves existe diferencias en el uso o el habitat que utilizan,

exponiéndose de manera diferencial al tipo de patbgenos que podemos encontrar
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entre estos habitats. Por lo comun, se asocia a las aves no-paseriformes con
cuerpos de agua dulce y este tipo de ambientes acuaticos, suelen presentar una
mayor diversidad de patdgenos extracelulares. En el caso del Chorlo nevado, es
una especie de tamafio pequefio (15 cm y masa corporal entre 35 a 50 gr) mas
similar a la mayoria de los paseriformes. Ademas, suele usar habitats salinos e
hipersalinos durante su ciclo anual, este tipo de habitat se ha demostrado presenta
una menor diversidad de patégenos extracelulares (Figuerola, 1999). Esto
concuerda con lo propuesto por Minias y colaboradores para explicar estas
diferencias entre los patrones de seleccion del MHC clase | y Il para paseriformes y
no-paseriformes “la variaciéon en patrones de seleccidon entre grupos de aves
probablemente es dirigida por caracteristicas ecologicas y de historia de vida que

regulan la exposicion a diferentes tipos de patégenos” (Minias et al. 2018).

Diez alelos del MCH clase | parecen ser privados o particulares para tres de las
ocho poblaciones muestreadas en este segundo capitulo. En el caso de los cuatro
alelos “privados” encontrados para la poblacion de Ceuta y cuatro en la poblacién
de Utah. Estos se presentan en bajas frecuencias y es posible que se trate de alelos
raros, mas que alelos privados. Por otro lado, la poblacién de Puerto Rico presento
dos alelos “privados”, presentes en mayor frecuencia, lo que podria indicar una
variante o alelo privado real para esta poblacion. Ekblom y colaboradores,
encontraron que hasta el 78% de los alelos eran privados para una de las regiones
muestreadas para la Agachona Real (Ekblom et al. 2007). En el Chorlo nevado, de
las tres poblaciones con alelos “privados”, dos de ellas presentan un constante flujo
genético (D’Urban Jackson et al. 2020), lo que sugiere que es poco probable que
estos alelos sean privados para estas poblaciones. En el caso de la poblacion islefia
de Puerto Rico, esta presento la diversidad de alelos mas baja entre las poblaciones
con apenas nueve alelos para el MHC clase | y solo un alelo para el MHC clase II.
Sabemos que la poblacion de Puerto Rico ha sido afectada recientemente por una
reduccién en su tamano poblacional, afectando su diversidad genética (D’Urban
Jackson et al. 2020). Cabe la posibilidad que la diversidad genética de marcadores

adaptativos, como lo son los genes del MHC, se vea afectados de igual manera por
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las extinciones locales a la cual ha estado sometida esta poblacién. Provocando la
pérdida de alelos y conservando aquellos que podrian darle una ventaja contra

patégenos locales.

Gracias a la caracterizacion del exén 3 y exon 2 del MHC, se investigo si la
diversidad del MHC se encontraba relacionada con la supervivencia y tasas de
retorno en crias de Chorlo nevado, en una poblacién que habia sido monitoreada a
largo plazo. No se encontrdé evidencia que apoyara que la diversidad del MHC
(medida como numero total de alelos por individuo, nUmero total de supertipos
funcionales, alelos, supertipos raros y la heterocigosidad) estuviera asociada con la
supervivencia y tasas de retorno en crias del Chorlo nevado. Sin embargo, los
modelos nos muestran que crias con supertipos raros tienden a presentar una
menor supervivencia. Estudios similares muestran resultados mixtos al respecto de
la supervivencia y la diversidad del MHC. Con alelos o supertipos especificos
confiriendo una mayor supervivencia tanto en etapas tempranas de vida (Brouwer
et al. 2010) como en adultos (Sepil et al. 2013). Una explicacién adicional del porque
se conservan alelos del MHC que tienden a ser desventajosos en una poblacion, es
gue la supervivencia podria tener diferentes asociaciones con alelos del MHC en
diferentes etapas de edad, como lo sugiere Paterson y colaboradores (1998), lo que
evidencia la compleja interaccion entre los patégenos y el sistema inmune del
huésped. Por otro lado, Lukasch y colaboradores (2017) reportan que
caracteristicas como peso y tarso que se asocian a la supervivencia de crias del
Gorrion Comun (Passer domesticus), estuvieron relacionadas negativamente con
un alelo especifico del MHC, afectando la supervivencia de aquellas crias que
tenian dicho alelo. En la misma especie en una poblacion relativamente cerrada y
gue ha sido monitoreada a largo plazo, se encontré que dos alelos en particular

afectan la supervivencia de etapas juveniles (Karlsson et al. 2015).

La mayoria de otros estudios le dan poca relevancia a factores que no sean los
asociados a la diversidad genética del MHC. Como se demostr6 en uno de los

estudios aqui presentes, factores relacionados con la historia de vida (gj. intensidad
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de cuidado biparental) explican en gran medida la variacion en la supervivencia de
crias del Chorlo nevado en la poblacion de Ceuta. Sepil y colaboradores (2013),
demostraron que factores demogréaficos como lo es la densidad de reproductores
locales, explicaba en gran medida la tasa de retorno y el éxito reproductivo en el
Carbonero Comun, mas que factores asociados a la diversidad del MHC. Mientras
gue, en el Gorrion Comun encontraron que caracteristicas de historia de vida como
en peso Yy la fecha de eclosion explicaban mejor la supervivencia y reclutamiento,
mientras que la diversidad del MHC no contribuye en la supervivencia de esta
especie en la poblacion de estudio (Karlsson et al. 2015). Estos resultados muestran
la importancia de incluir variables de historia de vida y demograficas en este tipo de
analisis. Es posible, que otras variables no genéticas, expliquen mejor estos
procesos de supervivencia en diferentes etapas de vida. De incluir este tipo de
variables y aun asi encontrar una correlacion significativa con las variables de
diversidad genética, ejemplo del MHC, nos podria indicar que la relacion encontrada
es real y no ha sido enmascarada por otras variables de mayor relevancia para la

supervivencia o tasas de retornos.

Si la diversidad genética del MHC en el Chorlo nevado esta relacionada con la
supervivencia y tasas de retorno, no es del todo claro. En las ultimas dos décadas,
un gran numero de estudios se han realizado para tratar de explicar la magnitud con
la que la diversidad genética del MHC esta correlacionada con la adecuacion
biolégica de los individuos de una poblacién, asi como la forma en la que esto podria
orientar los esfuerzos de conservacion de la biodiversidad (O"Connor et al. 2019).
Desde una perspectiva de conservacion, los patdgenos son una de las principales
fuerzas evolutivas que influyen en la adecuacioén biolégica de los individuos. Es de
esperarse que si una poblacion esta sujeta a presiones selectivas por patdégenos, la
diversidad de genes asociados con una respuesta inmune se mantenga y que
presenten una cierta variabilidad. La poblacion de Chorlo nevado de Ceuta,
presenta una diversidad alélica promedio (34 alelos en total) del MHC clase |y un
bajo nimero de alelos (seis alelos) para el MCH clase |l (pero dentro el promedio

para el orden Charadriiforme). Esto nos podria indicar que, en el Chorlo nevado los
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patdgenos intracelulares son la fuerza selectiva principal actuando. Sin embargo,
no se han realizado estudios para conocer la diversidad y exposicion a patdégenos
en esta especie, lo que complica el buscar una posible explicaciéon del rol que
desemperian los patdgenos en la adecuacion bioldgica de esta especie. Es posible,
gue la diversidad genética del MHC en el Chorlo nevado tenga una mayor relevancia
para la supervivencia en juveniles o adultos, mas que, para las crias, donde, los
factores de historia de vida como el cuidado biparental influye mas en la
supervivencia durante la primera semana de vida. Aunque, existe una tendencia de
ciertos supertipos especificos o raros a explicar la supervivencia en crias del Chorlo
nevado. El tamafio de muestra podria ser una limitante para definir la relacién del
MHC con la supervivencia y tasas de retorno. Sobre todo, cuando se busca
investigar si un alelo o supertipo especifico presentan una relacién con alguna
variable como la supervivencia, se espera que el tamafio de muestra sea entre 200
a 1,000. En el trabajo aqui presentado, el tamafio de muestra esta por debajo del
umbral sugerido (197 muestras) para investigar tales efectos. Por lo que,
incrementar el tamafio de muestra nos traeria un mayor poder de analisis y nos
podria ayudar a definir con mayor certeza la relaciéon de la diversidad del MHC con

componentes de adecuacion biolégica en el Chorlo nevado en la Bahia de Ceuta.

Trabajos futuros

A pesar de que el modelo de viabilidad predijo una alta probabilidad de extincién
local del Chorlo nevado a mediano plazo, la poblacion reproductora en Ceuta se
mantiene estable, sin llegar a los numeros de reproductores que se registraron
durante los primeros afios de este proyecto. Buenas condiciones ambientales,
parece ser fundamentales para mantener una poblacién sana y en crecimiento en
Ceuta. Comprender mejor la dinamica y uso del habitat durante la temporada
reproductiva es fundamental para plantear acciones de manejo y conservacion. De
manera observacional, parece ser que la falta de agua es un factor de gran
importancia para la supervivencia de crias. En los afios que se han presentado la
entrada de agua por eventos meteorolégicos como mar de fondo o mas

recientemente por la escorrentia de agua de la agricultura, las crias presentan
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mayores tasas de supervivencia. En este sentido, es importante iniciar con el
registro de datos de la calidad del habitat y de la disponibilidad de posibles fuentes
de alimento para las aves playeras que se reproducen en Ceuta. Con estos datos,
podriamos evaluar como la variacidbn en la calidad del habitat influye en la
supervivencia de crias y tasas de retorno de reproductores. Al mismo tiempo, esto
seria relevante para poner a prueba la hipotesis que los reproductores emigran de
la poblacion de Ceuta cuando su éxito reproductivo es bajo y si esta emigracion se
traduce en una segunda puesta exitosa en sitios aledafios. Esto ultimo, seria en
gran medida apoyado por datos obtenidos recientemente de los movimientos
locales y uso de habitat, obtenidos mediante el uso de dispositivos GPS o bien con
el uso de la red MOTUS que se ha establecido en el Noroeste de México y que
podria ser una herramienta mas a explorar, para conocer el movimiento, el tiempo
de permanencia en un sitio o las tasas de retorno. Integrar el conocimiento generado
hasta la fecha y futuros trabajos, permitird desarrollar un plan de manejo y
conservacion para el Chorlo nevado y su habitat en Ceuta, beneficiandose otras

especies con requerimientos similares y que comparten la zona.

Es claro que el MHC tiene una funcidon importante contra la resistencia de
patdgenos, por lo que, para una mejor comprension de como las fuerzas selectivas
por patégenos moldean la diversidad del MHC, es necesario, estudiar la comunidad
de patdgenos y su papel como agentes selectivos. Durante el desarrollo del
presente estudio, no fue posible evaluar la comunidad de patégenos en la poblacién
reproductora del Chorlo nevado en Ceuta. Incluso, de manera general la comunidad
de patégenos y sus enfermedades ha sido poco estudiada en el Chorlo nevado. Un
primer acercamiento de patégenos que podrian estar afectando a esta especie, es
examinar si las poblaciones monitoreadas del Chorlo nevado, presentan parasitos
de la sangre (Haematozoa). Tenemos muestras de sangre de cientos de individuos
de la poblacion de Ceuta y algunas decenas de otras poblaciones de Ameérica.
Mediante, el uso de técnicas moleculares seria posible examinar la presencia de
este tipo de patégenos. Sobre todo, cuando se tiene en mente los habitats que utiliza

esta especie y la presencia de uno de los vectores mas comunes para este tipo de
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patdgenos, como lo es el mosquito. Por otro lado, actualmente vivimos un brote de
gripe aviar altamente patogénica que ha afectado a miles de aves alrededor del
mundo. El monitoreo continuo de aves silvestres puede ayudarnos a detectar de
manera temprana este tipo de enfermedades e iniciar con planes o protocolos para
minimizar el impacto en aves silvestres y de importancia comercial (ej. pollos).
Ademas, se sabe que las aves playeras suelen ser un reservorio natural del virus
causante de la gripe aviar y muchas de estas especies no presentan sintomas, pero
son vectores y excelentes dispersores del virus. Si los Charadriiformes y
particularmente las aves playeras, han sido expuesta a través de su historia
evolutiva a estos virus causantes de la gripe aviar, es posible que tengan la
capacidad para combatir y disminuir los efectos de la enfermedad, de esta manera,
los genes asociados a respuestas inmunes podrian estar jugando un rol principal en

mantener a las poblaciones sin mayores dafios como muertes.

Es posible que la diversidad genética del MHC sea mas importante para la
supervivencia durante la etapa de adultos para los Chorlos nevados. En este trabajo
no se incluyeron a los adultos, pero queda abierta la posibilidad de evaluar si el
MHC es importante para la supervivencia en adultos, asi como para su éxito
reproductivo y/o seleccion de parejas. Por otro lado, incrementar el tamafio de
muestra en crias seria importante para descartar o confirmar si existe alguna
asociacion de la diversidad del MHC con componentes de adecuacién. Con los
iniciadores/primers que se desarrollaron para la familia Charadriidae, existe la
posibilidad de genotipar el MHC para especies cercanamente emparentadas con el
Chorlo nevado. En Ceuta, al menos otras dos especies de Charadrius (C. wilsonia
y C. vociferus) utilizan el &rea para reproducirse. La exposicidon a una comunidad
similar de patdgenos, podria dar como resultado que se compartan alelos del MHC
entre especies filogenéticamente cercanas. Este tipo de estudios es de gran interés
para comprender los procesos evolutivos y la relacion de genes del MHC con la

presion mediada por patdgenos.
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Finalmente, a través del desarrollo de este trabajo se investigd a uno de los genes
del sistema inmune que ha sido ampliamente estudiado. Si bien los genes del MHC
han sido caracterizados y estudiados a profundidad en decenas de especies de
vertebrados modelos y no-modelo, existe una gran complejidad en el sistema
iInmune con cientos de genes actuando y teniendo un papel fundamental para
montar una respuesta inmune. Por ejemplo, trabajos recientes han explorado la
importancia de la respuesta inmune innata en animales silvestres, donde los
Receptores Tipo Toll o TLR’s (Toll-Like Receptors) tienen un papel fundamental
para que los hospederos puedan detectar una infecciéon e iniciar la respuesta
inmune no-especifica (Bateson et al. 2016; Minias y Vinkler, 2022). Complementar
este tipo de trabajos con otros genes que son parte del sistema inmune es relevante
desde el punto de vista evolutivo, de igual forma, al ejercer una influencia en
parametros demograficos como la supervivencia y reproductivos, es importante
caracterizar los diferentes componentes genéticos del sistema inmune, de esta
manera, lograr una mejor comprension de las vias por las cuales se da la resistencia
a enfermedades infecciosas y los efectos sobre poblaciones en riesgo (Acevedo-
Whitehouse y Cunningham, 2006). Sobre todo, en la actualidad que brotes de
diferentes enfermedades ha puesto en peligro a poblaciones de organismos
silvestres e incluso al humano, provocando graves disminuciones demograficas en

poblaciones silvestres, incluyendo algunas especies amenazadas.

Conclusion

Es evidente que la poblacion reproductora del Chorlo nevado en Bahia de Ceuta ha
disminuido hasta en un 70%. A pesar que en recientes afios (2021-2023) el nimero
de reproductores ha aumentado, persiste un nimero bajo de reproductores (~50%)
respecto al primer afo del estudio (2006). Si bien el modelo de viabilidad poblacional
estim6 una probabilidad de extincién del 99.8% a partir del 2012 y dentro los
siguientes 25 afos. Datos recientes de esta poblacion nos indica que la proyeccion
del modelo no se estd cumpliendo. La inmigracion podria estar explicando el
incremento y estabilidad en el nimero de reproductores en la poblacion de Bahia

de Ceuta en los ultimos afos.
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Frecuentemente, las poblaciones pequefias son propensas a disminuir su potencial
evolutivo (determinado por la cantidad de variacion genética aditiva de
caracteristicas asociadas con la adecuacion bioldgica). Dentro los genes con mayor
potencial de influir en adecuacién bioldgica de los individuos de una poblacion, se
encuentran los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad. La
caracterizacion de estos genes inmunes, en ocho poblaciones a través del rango de
distribuciéon del Chorlo nevado, mostré una diversidad alélica similar a otras aves
del orden de los Charadriiformes. Un total de 41 alelos fueron registrados para el
MHC clase | y seis alelos para el MHC clase Il. Las diferencias tan marcadas en el
namero de alelos para el MHC clase | y el MHC clase Il. Podrian ser una respuesta
a la presion selectiva impuesta por la exposicion a patdégenos dependientes de los
habitats que usa el Chorlo nevado en la region subtropical y tropical (un mayor
namero de posibles vectores de patdgenos intracelulares). Al igual que,
caracteristicas morfolégicas como un tamafio menor, lo que implica una menor
variedad de nichos para parasitos extracelulares. La poblacién de la subespecie
tenuirostris presentd las mayores diferencias en cuanto al nimero de alelos total
(nueve alelos). Esto podria estar relacionado a la historia demogréfica de esta
subespecie, debido a que en los ultimos 200 afios tenuirostris ha presentado
extinciones locales en su rango de distribucion en el Caribe (D’urban Jackson et al.
2020). Por su parte, las otras dos subespecies (nivosus y occidentalis) presentan
un numero similar de alelos. Consistente con el elevado flujo de genes observado

entre estas poblaciones continentales.

Finalmente, la interaccion entre la dinamica poblacional y los genes del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad fue abordada investigando la relacién de estos genes
adaptativos con componentes de adecuacion biolégica como la supervivencia y
tasas de retornos de crias del Chorlo nevado. No se encontré una relacion
significativa de las diferentes medidas de diversidad del MHC con la supervivencia
y tasas de retorno en crias. Por el contrario, los modelos nos indican que otras
variables no genéticas son de mayor relevancia para la supervivencia de las crias

en el Chorlo nevado. La intensidad del cuidado biparental (medido como el nimero
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de dias que ambos padres cuidan de las crias) mostré ser importante para la
supervivencia de las crias. Esto expone que, en etapas tempranas de vida los genes
del MHC no representan una ventaja en temas de supervivencia para el Chorlo
nevado. Mientras que factores de historia de vida y patrones conductuales son de

relevancia para la dinamica poblacional del Chorlo nevado en la Bahia de Ceuta.

Siendo estos cambios en la dinamica de una poblacién (ej. cambios en tasas vitales
y tamafio poblacional) los que repercuten directamente en la viabilidad de las
poblaciones y su riesgo de extincién. Comprender como la calidad y cambios en el
ambiente, la calidad genética de los individuos, el potencial evolutivo de una
poblacion y la dinamica en la demografia interactian para mantener poblaciones
gue se encuentran disminuyendo, es fundamental para que las acciones de
conservacion, recursos asignados y planes de manejo sean enfocadas en aquellas
acciones que puedan optimizar una tasa de crecimiento poblacional con fines de

recuperar poblaciones o especies que se encuentren disminuyendo.
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Adult sex ratio (ASR) is a central concept in population biology
and a key factor in sexual selection, but why do most demo-
graphic models ignore sex biases? Vital rates often vary between
the sexes and across life history, but their relative contributians
to ASR variation remain poorly understood—an essential step
to evaluate sex ratio theories in the wild and inform conserva-
tion. Here, we combine structured two-sex population models
with individual-based mark-recapture data from an intensively
monitored polygamous population of snowy plovers. We show
that a strongly male-hiased ASR (0.63) is primarily driven by sex-
specific survival of juveniles rather than adults or dependent off-
spring. This finding provides empirical support for theories of
unhiased sex allocation when sex differences in survival arise
after the period of parental investment. Importantly, a conven-
tional model ignoring sex biases significantly overestimated pop-
ulation viability. We suggest that sex-specific population models
are essential to understand the population dynamics of sexual
organisms: reproduction and population growth are most sen-
sitive to perturbations in survival of the limiting sex. Overall,
our study suggests that sex-hiased early survival may contribute
toward mating system evolution and population persistence, with
implications for both sexual selection theory and biodiversity
conservation.

ASR | Charadrius riivosus | mark—recapture | sex allodation
tyo-sex matrix mode|

Sn.'.ss ralle varialion in wild populations hus imporiant con-
sequences Lor population dynamics and henee, biodiver-
sity conservation (1), Because reproduction in sexual organisms
invilves hoth males and females, a shortage of either sex could
compromise population viabilily (21, A redoction in the number
ol breeding [emales direelly reduces birth rales and henee, popu-
lation praductivity (3), whereas an overabundance of males may
increase violence and aggression, such that both male and female
survival rates arc reduced (4). Although a small number of males
can potentially fertilize many mates, females in male-biased pop-
ulations may need ro compete for breeding opportunities with
high-yuality males, which cun induee sdditional morialie (3).
1T males ure in short supply, Tathers also tend w reduce their
parental investment, which could negative Jmp’ncroffsprme sur-
vival (6, 7). Additionally, a biased sex ratio in either direction
will decrease elfective populalion s which has adverse consc-
yuenees lur iy (8] Therel depending on mal-
ing system, popuhuons with biased sex ratios may be mare vul-
nerable 1o extinetion than wnbiased populations (93

Reeent studics also suggest thal the adull sex ratio (ASR;
the proportion ol the adull population thal is male) impuacls

ES4Td-E5481 | PNAS Published online June 20, 2017

breeding strategics because (he limiling sex has the advanlage
i mating and parental decisions (10-12). For example, male-
hiased avian populations tend o have polvandrous mating svs-
lems and male-binsed parental provisioning (133, Although the
theory linking ASR tobreeding system is relatively new, there are
already supporting studies: parental cooperation s associared
with un unbiused ASR in birds (14), whereas ASR isastrong pre-
dictor of sex-speet e sexual activity and divoree rales in humans
(15, L&),

Drespite the importance of ASE in population biology, biodi-
versily conservialion, and breeding sysiem evolution, the ariging
ol ASR bisses remuin unclear. Binses in the ASR cun emerge
via a number of mutually nonexclusive demographic pathwayvs
(11, 17, . lor instance, sex hiases may eccur at conceprion or
birth (]U] or the survival ol male and [emale juveniles may dil-
[er w the cxtent that fewer of one sex reach adulthood (20), Fur-
thermore, sex differences in adult survival or maturation rares
could create a shortage of the sex that has higher mortality (4)
ot slower maturation (18), and if emigration is not Lompenqaterl

Sex biases are widespread in nature and represent a fun-
damental component of sexual selection and population
biology—but at which peoint in life history do these biases
emerge? We report a detailed individual-based demographic
analysis of an intensively studied wild bird population to eval-
uate origins of sex biases and their consequences on mating
strategies and population dynamics. We document a strongly
male-biased adult sex ratio, which is consistent with behav-
ioral observations of female-biased polygamy. Notably, sex-
biased juvenile rather than adult survival contributed most to
the adult sex ratio. Sex biases also strongly influenced popula-
tion viability, which was significantly everestimated when sex
ratio and mating system were ignored. Our study, therefore,
has implications for both sexual selection theary and bisdiver-
sity conservation.
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Flg. 1. Sex bias in mating system illustrated as the per capita annual num-
ber of mates acquired by male and female snowy plovers (Mann- Whitney
Wllcoyan test: W — 3,384, P« 0.001).

for by immigration, sex differences in dispersal hehavior could
reute local biases in ASR (21).

A number of studies of wild vertebrate populations have
evaluated the independent contriburions of the above pathways
1 ASTR bias (22-24). Howoever, Lo fully understand ASR bias
requires Lthese components o he modeled simullancously Lo
quantify their relative contributions. 1ln practice, large empirical
datasets from natural populations incorporating stage- and sex-
specific vital rates are uncommon (25-27). Purthermore, males
and [emales ollen have dilferent behaviors or ceological niches
(28}, which cun make one or the other casicr W deteet (9, 110,
lortunately, these sources of sampling hias can be accounted for
using mark-recapture methods (249).

Here, we investigale the demographic orgins ol ASR bius in a
polygamous bird using 7 vears of individual-based sex- and stage-
spectlic il history dala. Polymimous species have o special sig-
milicance in sex ratio studics becanse they are predicled o be
at higher risk of extinction (1, 30). We studied a small ground-
nesting shorebird, the snowy plover [Charedring mivesns (31)].
which is cndungered in parts of s Nearetic runge and has a
seguentially polygamous mating system (32, 33). Using a two-sex
miatris midel, we show thil the ASR ol Lhis specics is subsban-
tially more male-biased than previously reported (34), Sex dif-
ferences in chick and juvenile survival contribute most o ASH
bius, sugresting thal ASR varialion is particularly susceplible 1o
[actors thal inlluence carly lile history stages. Furthermore, we
show that population growth is most sensitive to adult female sur-
vival under a male-hiased ASK, signifying that sex-specific early
survival can allect population viability viy ASE variation. Impor-
Lanlly, our study suggests that sex-binsed survival in early lile has
ramifications for mating syscem variation and knock-on effecrs
[or populaton growlh.

Results

We conducted! this study at Bahia de Ceuta, a subtropical
Tagoon on the coastal pluin in northwestern Muesico (237547 N
06757 W), Between 2006 and 20H2, we unigquely marked and
monitored 1,259 individuals (436 femules and 390 males ini-
tially marked as chicks and 221 females and 212 males ini-

Eberhart-Fhillips et al.

tially marked as adults). Although our marking merhods were
limited 1o hreeding adults and chicks, we detected noosex dil-
ferenee in the proportion of this marked population that was
nonbreeding (paired ¢ test: £ 0,420, 4f 4, P 0.69) (lig.
51). Therefore, this marked subser of the population repre-
sents i broadly representative sample [rom which 1o draw inler-
cnecs aboul the dynamics of the population al large and cluci-
ditte the contributions of sex- and stage-spectlic survival Loward
ASH hias.

Mating System. ‘|0 understand the ASI i the context of mart-
ing syslem, we quantilied sex-specilic maling siralegies of snowy
plovers at our study site. Although both sexes can be polveamous,
female snowy plovers desert broods Lo seek serial males, leav-
ing mitles o provide parental care slone (33). Thus, we expecled
that females would acquire, on average, a greater number of
mates per vear than males. Based on behavioral observations
of 436 families with known identities of both parents, female-
biwsed polygamy s preciscly what we Tound (Fig. 1) (Mann
Whilney-Wilcoxon test: W D, T 0000, As such, the
mating svstem index in the mating function (Lq. 4} was polyan-
drous (4 1.32),

Sex-Biased Survival and ASR Bias. Wo ostimaled slage- amd sex-
specilic survival rates using mark-recaplure analysis o control
for imperfect detection in the field. Mark—recapture modeling
revealed sox differences in encounter probahility for juveniles
and wdults that would confound simple estimales ol survival
and ASE based solelv on return rates or uncorrected counts
of males and females (Table 1) Apparent survival was strongly
miale-binsed across all ie history stages, with male survival being
11.5% higher than Temale survivil al the chick stage, 517% higher
for juveniles, and 0.3% higher ar the adult stage (Lig. 24).
Ilarching sex ratio was slightly female-biased bur did not signif-
icanlly deviale Trom parily [average o= U056 (B35 CT = 0435

0530). P=iL385, w=7>340 hatchlings Trom 116 Tl broods|.
Orveerall, our model indicated a strongly male-biased ASKE
[mean = (632 (95% CI = 04607851 (g, 2F).

Contributions to Male-Biased ASR. 'I'n elucidate the stage-specific
contributions ol sex diflerences in survival o ASR hiws, wo con-
duited a lile table response experiment (LTRE), which revealed
that all wital rates contributed in the same direction (i.e., male-
biazed) but differed in magnitude. A sex difference in juvenile
survival made the largest overall contribution to ASR bias (Thg.
2¢7, Specifically, the contriburion of sex-biased juvenils survival
wward ASR was 3.3 umes higher than sex-blascd chick survival
and 17.6 tmes higher than ses-hiased adull survival. Hutehing sex
rario and marting system made negligible contributions | Lig, 207).

Table 1. Summary statistics of sex- and stage-specific estimates
of the snowy plover population

Sex and stage W i o
Female
Chick A6 0.48 (0.41-0.55) 0.56 (0.53-0.58)

Juwenile 23d 015 10.11=0.19) 0L48 (0.34=0.62)

Adult 221 0.68 (0.62-0.74) 0.52 (0.40-0.63)
Male

Chick 372 0.53 (0.47-0.60) 0.55 (0.53-0.58)

Juvenile 242 0.2210.18-0.27) 0.66 (0.48-0.74)

adult 212 0.69 (0.63-0.74) 0.66 (0.54-0.77}

Nindicates the number of individual encounter histories used for mark-
recapture madeling, < is apparent sundival, and p is encounter prabability.
Estimates are showen as the medians and 95% confidence intervals of each
bootstrapped distribution, & and p are expressed as daily rales in the case
of chicks, and annual rates for juveniles and adulits.
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interquartile ranges, and shades of gray carrespond to firstyear (light gray)
or adult (cark gray) parameters shown in Fig. 6. (8) Boatstrap distribution
of the derived ASR. The horizantal bar indicates the $5% confidence inter-
val of the ASR estimate based on 1,000 iterations [mean ASE=0.632 (95% CI:
04600785, (0 Relative contributicns of madel components ta ASR in our
LTRE comparing the empirically derived sex-specific model with a theoretical
madel with no sex bias (notation: h=mating system index, o= hatching sex
ratio, do=apparent survivall. ASR is expressed as the propertion of the adult
papUlation that is male: thus, changas in famale-biased paramaters have a
negative offect on ASR, and hence, their LTRE statistics are negative.

Consequences of ASR Bias and Polygamy on Population Viability.
Biused ASR und polygumy creale conditions whereby redueed
survival of the limiting sex can compronuse population via-
bility, which has important implications for conservation. Our
perturbution analysis showed that populalion growlh was mosl
sensitive o adult survival vnder all hypothetical seenarios ol
ASH and mating system (Vig. 3). Adult female survival elas-
ticities were highest under scenarios of male-hiased ANH. As
cxpocted, there was no sex-specilic sensitivity ol vital rales noder
un unbigscd ASR and monogamous maling system. However,
clasticily was highest Lor adull males vnder an unbigsed ASR and
palvandry.

E5476 | wawwipnasorgiegi'dei 100107 3onas 1620043114

To elucidute the conservation consequences of disregarding
sex biases, we compared the predictive accuracy of a detailed
mwo-sex model ineorporating polveamy with a convenrional one-
sex modell Chver the T-vear study period, average population
wrinwlh wis below replacement (A =00.809 1 (028 ST (Fig. 4).
Thus observed rate of decline was caprured by the uncertainty dis-
rribution of the two-sex model [A - 0849 (45% CL0.802-0,5897)]
(Lig. 4), In contrasr, the one-sex version of the model exhibited
greater uncerlainly and signilicantly overestimaled populution
wrowth [A=(1.947 (95% CT: 1L.883-1.01)] (Fig, 4).

Discussion

We presenl # comprehensive demographic model based on
detailed individoal-based lile history da lrom an inlensively
monitored hird population. By incorporating sex-specific feed-
hacks herween survival and frequency-dependent reproduction,
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our model predicted a strongly male-biased ASR. This result
was complemented by our behavioral observations of a polvan-
drous mating system. Therelore, our lindings build on recent
empirical und theoretical studies Tinking ASTR Lo the evolulion-
ary origins and consequences of mating system variation {L0-
12y and also provide insights into the sex- and stage-specific
demographic components thal contribute Lo ASR b
had comsisiently higher apparent survival than Temal
all life stages, but a sex difference in the apparent survival of
juveniles had the largest mpact on ASE bias, lurthermore,
population growth was most sensitive to perturbations in adult
Lemale survival wnder the mule-biased ASKL Tuken together, our
resulls vncover the demographic pathways linking individual-
level variation in survival and sex roles to pepulation-level
dynamics.

Obtaining reliable survival cstimales rom natural populations
is challenging becavse of sex dillerences in behavior and lile
history. Our study addressed this uncermainty through mark
recaptiure models and bootstrapping. A oo ntral 'ascumptmn of
our model is that our marked subsel of the pupuldurm Is repre-
sentative of the entire population. This assumption is appropri-
arc given that we marked the vast majority of chicks and breeding
adults in the pupul.mm'l Furthermore, we did not lind a sex dil-
lerence in the proportion of brecders vso nombreeders (Fig. 519,
indicating that our ASR estimate is not confounded by an excess
number of unmarked nonbreeding temales.

Femiles had higher rates of polyezamy than males, which is
in line with most published records Trom other snowy plover
populations (32, 251, This female-biased mating system comple-
mented a strongly male-biased ASE (U.63). ASK in this species
has previously been reported Loche less extreme (34) than found
here, although the previous study was unable Lo incorporale
sex-specific chick and juvenile survival, which made the great-
est contributions to the ASK bias in this population (this study)
and others (36). ASR bias is 4 widespread phenomenon in wild
vertebrale populations, with mammals ypically being lemale-
bigscd (mean ASR =037 L 0,13 50 und birds typically being
male-hiased (mean ASK = L35 + (LW 513} (37). Our ASR esti-
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mate for snowy plovers, therefore, is within the natural variation
ohserved in other avian taxa (9.

Importance of Early Sex-Specific Demaographic Processes. Scveril
hypotheses can be pul forward Lo xplam Lthe ohserved patlern
of male-biased early survival. L'ocusing first on the chicks, male
harchlings are significantly larger than rheir sisters in this popu-
lation ¢ 38), potentially providing males with an advaniage during
carly development. Another mutually nonesclusive possibility s
that male chicks could achieve faster growth rates, which has
been observed in Kentish plovers Choradrivs alevandrinus (38),
for example, cither by virtue ol sex-specilic parental care (39) or
@ i conseue nve ol sea-spevilic immunocompeleney (40), Alwr-
natively, predation could act sex-specifically, although male and
female chicks do not differ appreciably in appearance and behav-
jor, und we did net deteel a sex dillerenes in eneounier rales
(Fig. 52). Lastly, the sexes might diller in premature invesiment
i sexual traits (413, althovgh this seems vnlikely: sexval orna-
mentation is moderate, and body size differences at marurity are
small (317 (abour 4%,

The sex bi ing the juvenile slage made 1he Lurgest conltri-
bulion w the ASR bias. This linding corroborates the resulls of
carlicr avian studics showing that sex-specific firstyvear survival
may lead to an ASR bias {"’*‘ 30). Our study gocs further than
previous works by decomposing the cont ributions trom the first-
vear stage into chick and Juvenile contributions, Juvenile survival
contribuled most Loward AS IR bias, probably because these naive
inclividuals Tuee multple challenges during the transivion (rom
parental independence ro sexwal maturity, potentially including
predation, harsh winter climates, and food shortages, all of which
could disproportionarely affect either sex. L'or example, in sexu-
ally sized dimorphic species, including red deer Cenvus elapphus
and greal bustards Oris arda, male voung are less able o cope
with severe winter weather (42} and food shortage (43), proba-
by owing to the metabolic demands of large body size. In snowy
plovers, such a mechanism s unlikely given the moderale size
dillerences belween males and lemales (31).

Another possibility is thar sex-biased dispersal behavior could
contribute toward sex differences in apparent juvenile survival
because nalal dispersal is lypieally [emale-biased in birds (44),
with snowy plovers being no cxeeplion (43, 46). However, dis-
persal and survival are not necessarily independent phenaomena
because dispersal often entails survival costs, such as increased
predation and unfamiliarity of novel environments {47).
Morcover, chicks are unable W disperse bevond the breeding site,
and therelore, their survival estimale approximated troe survival
and thus, implics a role of intrinsic sex differences in early sur-
vival. In addition, over the 7 years of this study, fow adults were
resighled in adjacent populations, and these sighlings are unbi-
ased with respect to sex. Finally, an independent study of snowy
ploversin Monlerey Bav ifernia found that sarvival was malc-
biused, even aller accounting lor sex-specilic dispersal {34).

Negligible Effect of Sex Allocation. 'T'he halching sex ratio, hascd
on 340 hatchlings, was unbiased and served as a proxy for the
secondary sex ratio, Despite popular interest in sex allocarion
theory (48, 499, relatively fow studics have convineingly shown
ollspring se: in wild populations (50). Diising {317,
Visher (52), and others (; 5) reasoned that, if sex biases i sur-
vival emerged after the peru:d of parental investment, sex alloca-
ticm should not deviale rom parity. This proposition is precisely
whal we found, with ASR being strongly inlluenced by the sex-
biased survival of mdependent juveniles rather than deviations
in the harching sex ratio (Iig. 2}, Purthermore, although the sex-
biased survival o dependent chicks provided o noteworthy con-
iribution w ASR bius (Fig. 2). lathers provide uniparental cure
ol chicks in this species, and therclore, the period o malernal
investment typically ends ar hatching. Given this parental care
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system, our resull further conflirms theorctical expectations of an
unbiased hatching sex ratio.

Evolutionary Feedbacks Between ASR and Mating System. Mating
systems are mfluenced by the availability of mates (11), A biased
ASR creates conditions wherehy one sex is in imited supply, thus
lowcing the other sex o compele Tor aceess Lo males (7, 100 Tn
shorebirds, ASH 1= a sirong predictor of mating and parental
strategies {137, with the limiting sex rending to have grearer mat-
ing opportunitics and reduced parental invesiment. These se
dillerenees in the costs and benelis ol parental care may
itate polyzamy (6.

However, the relationship berween sex ratio and mating sys-
lem represents d causalily dilemmi because ol the positive feed-
back thal polvgamous maling syslems impose on ASR hias and
vice versa (36), On the one hand, polyzamy entails sex-specific
costs caused by sexual selection thar could drive the ASR bias,
whereas on the other hand, ASK bias creates uneven mating
opporiunitics and thus, Lcililales polygamy. W show thul sex
biwses originale belore matorily (Figo 50 and are, therelore,
likely influenced hy natural selection. or example, genovpe—sex
interactions could impact chick survival during development (37)
rather than during adulthood, when sexval selection is expected
Lo have o strong impact on survival, Consceuently, ASR bias
seems o drive the mating system rather than vice versa (g,
Sif). We cannot discount the possihility that sexual selection cone-
Iribules Loward sex biascs incarly survival [[or instance, vig dil-
[erential carly investment in secondary sexval traits (411]. How-
ever, this explanation seems unlikely because sexual dimorphism
in plovers is negligible, and if anything, males arc more orna-
mented than females (31, 3%).

"

Consequences of Mating System and ASR on Population Growth. In
verlebrates, adull survival s ollen the most importianl parame-
ter influcncing population growth hocause adules have the great-

Sex-specific
premature
aurvival

lcn

ASR
nias

- .
) LT
SEX-ZDP;!IﬁC ,\1._)\_. Polygamous
adu mating
slrvival -
. systerm
- SENs vy
Papulation v
viahility {iiih
Fig. 5. Schematic representation of the sex- and stage-specific demo-

graphic feedkacks betweeon ASR, mating systemn, and population viability.
In our study system, ASR bias (f) is driven by sex-specific survival of early life
histery stages and (i) Bkely fadlitates a polygamaous mating system. (7if) Both
ASR bias and polygamy contribute to sex-spedfic elasticitios of population
grawveth, with ASRE having the strongest effect as illustrated by arrow width.
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esl reproductive potential (39). This phenomenon was the case
in our population, but the effect of adult survival was sex-
specific because of ASR bias and polygamy. Under a male-
Piused AST, adall female survival had the highest clasticily b
populiation growth, meaning that o small perturbation o aduall
fernale survival bas a larger effect on population growel than an
equivalent perturbation m all other parameters. Attempting to
dissect the effects of ASR and mating svstem, we found that
sex-specific clasticitics ol adulls were gres under seenarios
ol male-hiased ASR compared with seenarios of polvandry (Fig.
Sy, Conversely, 1 scenarios of unbiased ASR, both sexes had
the same elasticities for all parameters under mogogamy, but
under polyandry, adull male survival had the highest elasticity.
These contrasts highlight the reproductive constraints imposed
on populations with a biased ASK, When ASR is male-biased,
polyandrous mating strategies optimize individual fecundity and
thus, masimize population growih (1), However, reproduction is
dependent on the availability of gametes, and thus, a population
with [emale-biased ASR and o polvgynous maling syslem may
not he limited m the same way because a single male can pro-
dice many more gametes than a single female and hence, father
more ollspring. Therelore, similur studics ol polvgynous popula-
lions are needed o eritically wst the prediclions of muling svs-
tem, ASK, and population growth.

Implications of Two- Versus One-Sex Modeling for Biodiversity Con-
servation. Modcling population trajectorics is an important tool
for conscrvation and management (A1) Sex biases could poten-
lially play un impertant role in population dynamics, particolarly
for polveamous species. but sex-structured models remain uncom-
mon. Here, we compare a conventional one-gex model with a two-
sex model incorporating frequency-dependent reproduction and
sex-specific survival. We show that our two-sex model provides
a betrer fit to the observed data than a one-sex model. More-
over, although both maedels indicare negative population trajec-
Lories, Lhe one-sex model substantally underestimates the rate of
populution deeline and exhibits preater uneertsinty, This inding
has imparrtant conservation implicarions, especially for sex-hiased
populations of threatened or endangered species, where failing 1o
incorporile ses-spect e vital rates could lead Lo crroncous conclu-
sions wnd overestimated population viabili.

Condlusions. With the rise of conservation-based mowtoring of
individually marked populations (61}, a wealth of demographic
dala presents new scientilic horizons for ceologists and evolu-
liopary biologists interested in sex-specilic modeling, By combin-
ing extensive individual-based sex- and stage-specific vital rates
and structured population models, we show that a male-hiased
ASR in @ nalural populalion is driven by male-biased survival
ol carly lile history stages (Fig 3. Our resulls indicate that
ASR likely drives the mating system (lig. 3i), although addi-
tinnal experimental and/or comparative studies are needed o
establish the causal link. Both ASR and mating system facili-
Lake sex-specilie sensitivities w population growth (Fig, 560, with
ASR having the strongest elleet, Male-biascd survival in snowy
plovers is comsistent with recent comparative studies (56, 62) sug-
oesting that many bird species may exhibit male-hiased ASR (9,
373, Thus, our study makes an Importunt contribution Lo under-
standing o widespread phenomenon in nawral populations and
highlights that ASR vanation likely acts as an important ca
of mating system dynamics and population viability.

Materials and Methods

Field and Laboratory Methods. Ficldwork permits (0171710, 01387011,
0289812} were granted by the Secretaria de Meadio Amhbiente y Recursos
Maturales (SEMARMAT)Y to M.C-L and CE. Our study was perfarmed in
accordance with the approved guidelines cutlined by SEMARNAT. Cwver
the 7T-year study pericd, we collected mark-recapture and individual
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reproductive success data during daily surveys of the study site over the
breeding season that typically spanned from mid-April to mid-Tuly. Plover
chicks were captured by hand and adults were captured using funnel traps
on broods or nests (63). We assigned adults a unigue combination of three
caler rings and an alpha-numeric mezal ring, allowing the use of both
captures and neninvasive resightings to estimate survival, Regular braod
resightings combined with regular recaptures aided analyses of daily sur-
wival for chicks. Given our intensive nest search and capture efforts, we are
confidiert that we ringed the vast majerity of chicks (%95%) and breeding
adults (:=85%) in the local population. Mests and broods were frequently
monitared every 2-7 days o assess daily survival and identify tending par-
ents, During captures, ~25 50 pLof bleod was sampled from the metatarsal
wein of chicks and the brachial vein of adults for maolecular sex typing with
the Z-0028 marker (64) anclverification with the Calex-321 marker located an
the W chromosome (85). For cur PCR conditions seo rof. 38,

Quantifying Mating System. We evaluated the mating systemn of the popula-
tion using a dataset thatonly incluced individuals for which we (frwere con-
fident of the identity af their mates and (#) had ohserved tham in at least
two reproductive attempts that were either within the same season or in
differont seasons. sex differences in the per capita number of annual mates
were svzluated using a nonparametric Mann-Whitney-Wilcowon test.

Estimation of Sex- and Stage-Specific Survival. Our structured population
el considerad sox-spocitic survival across three key stage <lasses in avian
life history: chicks, juveniles, and adults (Fig. 8. The chick stage was defined
as the 25-day period bebween hatching and fledging, during which off-
spring are dependent on parental care (66} The juvenile stage was defined
as the 1-year transition pericd spanning fram fledging to recruitment into
the adult population. The adult stage represented a stasis stage in which
individuals were annually retained inthe population.

Wie used mark-recapture models to account for sex, stage, and temparal
wvariation in encourter (b and apparent survival {4} probabilities because
they allow for imperfect detection of marked individuals during surveys
and the inclusion of individuals with unknewn fates (29). We use the tarm
“apparent survival,” because true mortality cannot be disentangled from
permanent emigration in this framework (29 Furthermore, only a fow
nearby populations are regulary monitored, and we have limitad evidence
that marked individuals disperse. 8§ Matorials and Methoos has additional
details of aur survival analysis.

Matrix Model Structure. We built a two-sex posthreeding matrix model for
the population that incorperated all three stages of plaver life history into
two annual transitions denoting first-years and adults (Fig. &) Transitions
of projection matrices are requirad 1o have sgual tTemparal durations (57),
and thus, the chick stage (25 days) was combined with the juvenile stage
{~=11 months) as lower-level matrix elements to describe the transition of
premature individuals to adulthoasd (Fig. 8). The prajection of the matrix for
one annual time step (£) is given by

nit | 1) = Mnid), [1]

whers nis 2 4 1 vedor of the population distributed across the teo life
stages and bwo sexes:

St ymar

= | Fod 2l
T et yaar
F ault

and M is expressed a5 a 4« 4 matrix:

a Ryl ) 0 Re(1 @l
bt o, 0 o
M- | 3
i} R:le) 0 Ralpl " (21
Q ] Pactas Poan

where transition probabilitfes (ip) between life stages ara the survival of
chicks (C), juveniles ), and adults (&) for females (7) and males (7). The
hatching sex ratio {p) desaribes the probability of hatchlings being either
male {i.e., o) or female e, 1 — @) Per capita reproduction of fermales (RQJ
and males (R} is expressed through sex-specific mating functions used ta
link the sexes and produce progeny for the following time step of the maodel
given the relative abundances of each sex (67). Here, we use the harmanic
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Fig. 6. Snowwy plover lifeced e flow diagram illustrating sex-specific sureival
() ameng three life stages (chitk = £, juvenile= 0. and adult =A4) and the link
betwean the saxes via the frequansy-dependeant mating funstion () (Eq. 4).
The hatching sex ratio {p, proportion of male hatchlings) serves as a proxy
far the primary sex ratio and allocates progeny to the male or female chick
stage. Lower-lavel paramatears (ie., chick and juvenile cunsival) constituta
the transition of first-year individuals Gllustrated in light grayh.

mean mating function, which acounts for sexspeclic frequency depen-
dence (58]

Ky
fr, —
;4 nyh 1
k.
R — My + b=t t

where k i the meodal clutch size (thres in the cace of snowy plovers), h
is an index of the mating system (f 2= 1 signifies polygyny, £ 1 signifies
monogamy, and fr < 1 signifies polyandry), and iy and ne are the densities
aof adult females and males, respectively, in cach time step of the modal.
In accordance with the predominantly polyandrous mating system, i was
defined as the inverse of the average annual number of mates per female:

f= [51

W
where N.f is the number of breeding females in the marked population, &
is the total number of years female §was seen breeding, and m is the tatal
number of mating partners female § had over b years. To account for poten-
tial sex hiases arising bafore the chick stage (e, sex allocation], wa evalu-
ated if the hatching sex ratio deviated significantly from parfty (5 Matorials
and Methiods has details).

Estimation of the ASR. We estimated ASR from the stable stage distribution
() of the tao-sex matrix model:

ASR - — I8 [61
Wos T Woa
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whare woe and wes dgive the proportions of the population compased
of adult males and females, respectively, at equilibrium. Ta evaluate
uncertainty in our estimate of ASR caused by sampling and process variation
in our sunvival parametors, we implemanted 2 bootstrapping procedure that
rasampled ocur mark—recapture data {5 Materialy and Metbods has details).

Life Table Respanse Experiment of ASR Contributions. Farturbation analyses
provide impertant infermation about the relative effect that each compo
nent of a matrix model has on the population-level response (in our case,
ASRY. To assess how influential a sex bias in parameters associated with each
of the three life stages was on ASR dynamics, we used an LTRE. An LTRE
decomposes the difference in response behween two or mare "Treatments”
by weighting the difference in parameter values by the parameters cortri
bution to the response (e, its sensitivity) and surmnming cver all parameters
{67). Here, we compared the cbserved scenario (M) with a hypothetical sce
narie (Mg}, whereby all fernale survival rates were set equal to the male
rates and the hatching sex ratio was unbiased {i.e, o= 0.5). Thus, our LTRE
identifies the drivers of ASR bias by decempasing the difference between
the ASR predicted by our modsl and an unbiased ASR {25).

The contributions (O of lower-level demographic parameters {0} were
caloulated following Veran and Beissinger (253

SR
=}

o) — {0y —0,) = . 7
where @ASR/ s the sensitivity of ASR 1o perturbations in the demo
graphic rate 0in matrix M', which is a reference matrix “midway” between
the two scenarios (§7);

. M Mg

Mo — [&]
The two-sex mating funcion makes our medel nenlinear in the sense that
the projection matrix and specifically, the fertility elements (Eq. 4) depand
an sex-specific papulation structure. Perturbation analyses must, therefare,
accommadate the indirect effects of parameter perturbations en population
growth via their effects on population structure. To astimata the sens Bs
af the vital rate parameters to ASR, we used numerical methods that inde
pendently perturbed each parameter of the matrix, simulatad the madel
through 1,03 time steps, and calculated ASR at eguilibrium. These compu
tations produced parameter-specific splines, from which JASR/00 could be
derived. Our appreach apprepriately accounts for the nenlinear feedbacks
betweon vital rates and population structure, although it does not isolate
the contribution of this feedback (26, B3).

Population Growth Conseguences to ASR Blas and a Polygamous Mating
system. Blased ASR and polygamols mating systoms can restrict the repro
ductive potential of & population because of a scarcity of the limiting sex
{70}, Thus, populatien viability can be indirectly affected by ASR and mat
ing system wia the sex-specific effects that vital rates have on population
growth undar a bizsed ASR, a polygamous mating system, or both (F1). To
investigate the relative influence that a biased ASR or a palygamaus mat
ing systemn has on population growth, we conductad a sensitivity analysis
af zll sex-specific parameters using four scenarios of the bwo-sex model:
i) polyandrous and male-biased ASR {i.o., the observed scenarial, i) palyan
draus and unhiased ASR, (i) managamaus and male-hizsed ASR, and (iv)
monegamaus and unbizced ASR. In polyandrous scenarios, i was set 1o the
value from field chservations, whereas in monogamous scenarios, fi= 1. In
scenarios of unbiased ASR, male survival rates were assigned o both sexes
{i.e., Mg above), whereas the arginal sex-specfic structure was retained in
male-biased senarios,

. Bessa-Gomes C, Legandre 5, Clobert ) (2004) Allee effects, mating systems and the
axtinction risk in populations with two sexes, Ecol Lett T:802-812.

. Engen 5, Lande B, Saether BE {#103) Dermographic stochasti and alles effects in
populations with twio sexes. Erology 84:2375-2386.
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Under each scenario, sensitivities af A to perturbations in cach param
cter (8] were estimated numerically as described above. Sensitivitios were
rescaled into elasticties {g), which describe the propartional response of A
103 propertional perturbation of a demographic parameter (67). This way,
the sensitivity of parameters becomes directly comparable. Elasticities ware
taleulated as

oA
o 191

[}
ey — =
0 RS =)

wehera 3 /A0 is the sensitivity of A to perturbations in parametear 0.

Cotparison of Two- Versus One-Sex Models. Two-sox pepulation models are
rarely used in conservation biclogy because of the detailed data required to
correctly parameterize them (70} As such, vital rates are typically estimated
for only one sex or generalized acrass both soxes. However, in pelygamous
species, reproductive sucoess varies according to the relative sbundances of
mates (71}, which is dictated by ASR and sex-specific survival, Therefore,
ignoring sex-specific vital rates in polygamous spedes could misinform con
servationists and wildlife management of population viability.

Tor explare haow population growth varies under & two-sex moedel and a
conventional one-sex medel, we compared deterministic population growth
of the two-sex madsal (M) with that of 2 ane-sex model inwhich rates ware
avoragad ovor both soxes (A):

0 F

[T TR nol
wihare Fis the average annual per capita feoundity of fomales {(expressed
as hatchlings), and s is the ses-zverzoed survival of chicks (), juveniles
17, and adults {4). Deterministic growth (A) was calculated as the domi
nant cigervalue of A and the asymptotic value of 3 ng/ 3oy for M.
To acknowledge uncertainty, we used the boolstrapped survival analysis
described abowve by estimating the A of each iteraticn under the structure
of A or M_We contrasted the contral tendency and spread of these distribu
tions to one another and the arithmetic average M of the actual population
trend owor the 7-year study poriod.

Al of ocur modeling and statistical analyses were conducted using R
version "¥ou Stupid Darkness™ (72), with significance testing evaluated at
o — 0,05, We previde all computer cade and documentation as a PDF file
weritten in Rmarkdown together with all of the raw datasets needed to
reproduca our modeling and aralyses (Dataset 510
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OPEN: CeutaOPEN, individual-based field
DATA DESCRIPTOR observations of breeding SNOWYy
plovers Charadrius nivosus

¢ Luke J. Eberhart-Phillips(®* >, Medarde Cruz-Lopez?, Lydia Lozano-Angulo®,
Salvador Gomez del Angel?, Wendoly Rojas-Abreu®, Marcos Bucio-Pacheco® &
Clemens Kipper'™

Shorehirds (part of the order Charadriiformes) have a global distribution and exhibit remarkable variation
in ecologiral and behavioural traits that are pertinent to many core guestions in the fields of evolutionary
ecology and conservation biology. Shorebirds are also relatively convenient to study in the wild as they
are ground nesting and often eccupy open habitats that are tractable to meniteor. Here we presenta
database documenting the reproductive ecology of 1,647 individually marked snowy plovers (Charadrius
nivosus) monitored between 2006 and 2016 at Bahia de Ceuta {(23°54N, 106°57W) - an important
breeding site in north-western Mexico. The database encompasses various morphological, behavioural,
and fitness-related traits of males and females along with spatial and temporal population dynamics. This
open resopurce will serve as an important data repository for addressing overarching questions in avian
ecology and wetland conservation during an era of big data and global collaborative science.

Background & Summary

Longitudinal dala on individuals living in the wild represent the pold stlandard for research in organismal ecology,
as subjects are sampled repearedly over multiple stages of their life history while belng exposed to the natural
evolulionary pressures of theit nalive environmentsl, These Lypes of dala have oilered evolulivnary ecologisls
valuable insights inlo the seleclive processes thal wilect species over mulliple generations such as, for example, (he
role ol stechastic climate evenls shaping Lhe beak morphologies of Darwin’ Finches®, Lhe predalor prey cycles of
mammal cammiunitios on the Serengeti?, or the demographic dymamics of alpine plantstand animals® in response
to climate change. However, collecting field data over many consecutive vears while following standardized meth-
ods requires substantial labour and consistent lunding, Due Lo Lhese challenges, raw longiludinal leld data [rom
wild populations are rarely made open to the public® - thus limiting the transparency and reproducibility of
published research methods and results in evolutionary ecology. Furthermore, releasing raw data has the poten
lial benelil ol slimulaling more substantive discussion and criticism within the scienlific communily, which can
advance research opics and [orge productive collaborations. Here, we oller an open access dalabase of our raw
field observations over an | -wear period of 1647 uniguely marked individuals from an important breeding pop-
ulation of snowy plovers {Charadrius nivesus) in Mexico.

Charadrivs plovers are small ground-nesting shorebirds that occur worldwide. As a group, plovers present a
muodel syslem [or invesligaling [undamental and applied lopics in organismal biology as they oceupy open hab
itats that are easy to monitor and experimentally manipulate, and they exhibit intra- and interspecific variation
in several behavioural, ecological, and demographic (rails. For example, plovers display remarkable diversity
and plasticily i breeding taclics wilh sex roles during courlship, maling, and parental care varying appreciably
amony populaliens bolh belween and within species”, The snowy plover is nalive Lo North America® and is one

*Research Group Behaviovral Genetics and Evolutionary Ecology, Max Planck Institute for Grnithology, Eberhard-
Gwinner-5tr. 5, 82319, Seewiesen, Germany. “Posgrade en Ciencias del Mar y Limnelogia, Universidad Macional
Autdnema de Mexico, Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de Mexico, Mexico. Naturaleza y Cultura Internacicnal,
General Topeta 5/M, Cal. Los Guayparines, 85760, &larmos, Mexico. *Laberatorio de Biologia Evelutiva, Centro
Tlaxcala de Biclogia de |z Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcals, Carretara Tlaxczla-Pueblz Km. 1.5 30070,
Tlaxcala, Maxico. "Departamento da Informacian y Bibliografiz Especializada, Facultad de Biologia, Escuela de
Biologia, Universidad Autenoma de Sinaloa, Culiacan, 80013, Sinaloa, Mexico. Te-mail: luke eberhart@orn.mpyg.
da; ckuspper@orn.mpg. de
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Tabie of all nests found and monitored.
Contains spatial, ternporal, and morphometric
information of each nest.

Uses: nest suniwal, spatisl distribution of nesting,
Getupanty analyss

Example shown: Nest *6" hatchad 3 chicks on May 27,
2009

Tabie of all caplures made.
Contains spatial, ternporal, and morphometric
information related to each capture.

Uses: mark-recaplure analysis, sitelidelity, growth
Example shown: Both adults and all 3 chicks from Nest
6" were caplured and assigned & unique combination
of paloured 1egrings.

1 Table of all broods found and monitored.
Contains spatial, ternporal, and parental
information for ezch brood observation

Uses: parental irvestment investigation, brood home
range analysis, chick survival analysis

Example shown: Broad of nest "6” was sean 3 times
over a 7-day period. Female deserted on May 30.

Tabie of all colowr-band resightings.

Contains spatial, terporal, and behavioural
information of each colour-marked individual,
Uses: mark-recapuure analvsis, home rangz anahysis,
mevemarnt ecology modelling

Exarmple shown: Ferale “MCGRW| LGRS ishawn in
photo) seen courting on Apeil 20 ~80 maters from “MC".

Table of members of @ach family monitored.
Contains the unique colour-combinations of the
male and female parents and their offspring.

Uses: mate fidelity investigation., breeding phenology
Example shown: Nest *67 comprised female

SMERW | LK R, male “0%MX | BX.GX, and thiee chicks
marked G, “B", “W"

BirdRef

Tig. 1 Schematic of the CeutaOPTEN database. During ficldwork, data collection was divided across five main
tasks: (a) nest monitoring, (b captures of adults and chicks, (¢) brood montoring, (d) resightings of ind ividually
colour ringed adults, and (e) determining the identity of all breeding pairs and their offspring, 1he data obtained
during cach of these activities are structured In our database as the five tables shown lere that contain a common
variable such as a nestID7 or o bird “code? thal can be wtilized by the user lor relalional queries,

of the least abundant shorebirds on the continent (estimated population size: 23,8690 with many populations
in decline and requiring inlensive management®. Aparl [rom being a public icon ol avian conservalion, snowy
plovers have also increasingly caplured Lhe spollight lor their inlriguing ecology and lile - history, Their unusual
biwlogy fealures a rare breeding behavieur characlerized by highly dispersive polvandry and male bissed unipa

rental carg™.

In this data descriptor we present CeutaQPEN — an open-access database containing the raw data from
our fieldwaorls between 2006 and 2006 monitoring a breeding population of snowy plovers at Dahia de Ceuta,
a subtropical lagoon en the coastal plain of north western Mexico (23954'N, 106°57W ). Lhe database includes
individual based observations of reproductive effort, movenents, morphometrics, and social behaviour (g, 1),
Previously, we have used subsels of these data Lo reporl ona wide variely of lopics i organismal bielogy, includ
ing sex ratio vardation", populalion viabilily'*, courlship behaviour™, incubation behaviour', parental care™,
ontogeny'”, chronobiology ¥, camoullage mechanisms", ollspring desertion™ and maling system dynamics™, The
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Fig. 2 (a) Map of the Bahia de Ceuta study site and photos of the (b) salina breeding habitat and (<) a mobile
hide in which abservers conduct non-invasive field work.

molivalion lor making our database open is Lo provide evolutionary ecologisls with an accessible resource thal
will serve as an imporlant repository lor addressing overarching questions in organismal biology and conserva
tion, Here we describe our field melhods [or collecting the observalions presented in the dalabase, we summarize
the contents of the database, and we provide a code-based tutorial demonstrating how to import and query
the database within the R environment and conduct, for example, a simple analytical workflow to investigate
sex specilic onlogeny.

Methods

Study area. Dlovers breeding in Bahia de Ceula mainly concentrale their aclivilies on 200 ha of sall fats thal
conlain several abandoned evaporalion pends, This habilal (herealter “salina™) is surrounded by red mangrove
(Rhizophora mangle) and characterized by sparse vegetation and apen substrates. Nesting tvpically commences in
late March or carly April when flooding from spring tides and high precipitation recedes. By mid-July the breed-
ing season concludes when rains and spring lides resubmerge the salina, ‘Throughoul the remainder of the year,
the flooded salina and surrounding lagoons are used as important wintering habirats for plovers and other migra
tory shorebirds, with the region being protected by the Ramsar convention®, Our monitoring effort throughout
the 11 year sludy period was focused on the larges! conliguous section of sall llats in the study area where Lhe vast
majority ol known breeding aclivily occured (Fig. 2a,b), However, in drought years or al lhe peak of the breeding
scason when tidewaters had maximally retreated, we made observations of plovers nesting and tending broods in
several small pockets of salina adjacent to the main study site {Vig. 2a).

Data collection.  Over the LL-vear study period, we monitored the population daily between April and July,
and once every month or two during the remainder of the year. We used a car and mobile hides™ (Lig, 2¢) to
search [or nests, broods, and delermine Lhe identily of breeding plovers with binoculars and scopes. During field
work, our data collection was divided across [our main Leld tasks: (1) nest moniloring, (2) caplures of adults and
chicks, {3} brood monitoring, and (4) resights of individually colour ringed adults. ‘The data obtained during cach
of these activities are structured in our database as tables (Tig. 1) containing a common variable such as a nest
“ID” or a bird “code”, that can be utilized by the user lor relational queries. The basic formal ol these tables was
taken from ref, %%, Licldwork permits to collect the data presented in CeuraOPLN were granted by the Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). All of our field activities were performed in accordance
with the approved elhical guidelines oullined by SEMARNAT, Here we explain the details of our dala collection
pertinent (o Lhe database,

Nest data. We regularly searched [or nests (Fig. 1a) and incubaling plovers by traversing the salina on loot, by
car or i a maobile hide® (Fig. 2¢). Upon discovery, we recorded the nest’s geographic location, the found dale and
lime, and measured Lhe width and length of each egg in the clulch with calipers. To estimale Lhe initialion- date
ol the clulch (1.e,, dale when Lhe (irst epg was laid), we loated each egg ina jar of water and scored the embryonic
stage of development according to a calibrated table®. or hatched clutches that were initially discovered more
than 10 days after laying, we estimated initiation-date by subtracting 25 days (i.c., the mean incubation time in
our population™) from the hatching date and subtracting an additional 5 days (o account [or a 2 day egg laying
interval''. We checked nests every 2- 7 days Lo assess survival and identily lending parenls,

Captire data.  We captured plover chicks by hand and adults using mist nets or funnel traps on broods or nests.
To mdividually identily members of the populalion, we assigned adults « unique combination of three Lo four
colour leg rings and an alpha numeric melal ring (see pholo in Fig, 1d). Likewise, we marked chicks less than 2
weeks old with a single colour ring and a melal ring {see photo in Fig, 1c¢). Given our intensive nest search and
capture efforts, we are confident that we ringed the vast majority of chicks 5%) and breeding adults (=85%)
in the local breeding population every year. During captures, we sampled the metatarsal vein of chicks or the
brachial vein ol adults and drew ~25-50p1. of blood lor subsequent genelic analyses. Addilionally, we measured

SCIENTIFIC DATA | (2020) 7:149 | https://doi.org/10.1038/541597-020-0430-y 3
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Fig. 3 Schematic of an example analytical workflow using CeutaQPEN within the B environment to i nvestigate
haw chick morphometric data may be used Lo sludy growlh and onlogeny, (a) Imporl the dalabase mlo R using
Ihe RSOLite™ package. (b) Use Lhe dplyr™ package 1o join the “Cipinres Lable wilh the *Nests" lable by nest 1LY
Ly determine the “haleh_dale” of cach caplured individual. Subsel Lhe resull Lo individuals thal have repeated
caplures and calculale the "age” al caplure by subtracling the "halch_dale” by Lthe caplure “dale” () Use Lhe
bamlss ™ packige (e, “Bayesian Additive Models [or Tocalion, Scale, and Shape™ 1o delermineg the ses specilic
aronwth trends while controlling for repeated measures within individuals and random annual variation. Plot the
fitted values to visualise the trends (see Supplementary File | for more details).

bady mass, hill lenyth, tarsus lenglh, and wing length for all caplured individoals (Fig. 33 A snowy plovers
cxhibit only minor sexual dimorphisim in plumage and body size, we molecularly determined sex using the
£-0021 marker® and verification with the Calex-31 marker located on the W chromosome™ for all adults and
chicks captured hefare 2014, For PCR conditions see ref. 1

Browd eleler, Similar (o our dala collection of nesls, we resighled broeds (see pholo in Fig, 1o) every 1-7 days Lo
assess chick survival and delermime sex specilic patlerns of parenlal care and deserlion. Each brood observalion
includes the time, distance and azimuth from the abserver to the brood, geagraphic location of the ohaerver,
number of chicks scen, and the identity of them and their parents.

Resipht data. We typically resighted colour ringed individuals (see photo in Tigs 1d} opportunistically while in
the fleld. Since 2009 we surveyed the entire salina within a single dav at least once during the breeding season
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Column | Dals name LDrescription ol data
L. species species ol pluver (all smowy plover SNPL in Lhis case]
L papulation population atwhich nestwas manitored (all ‘Couts’ in this case)
3 year yaar during which nest was monitored
+ ditc site at which nest was monitored
5 Tl wnigue identilier of nest (unique within year and wilhin site)
1wy a soneilerialion e year sike, ansd nest lo make a unigee net idenliller scooss sives and years
7 easling UM easting of nest
K. newthing [
9. utm UTM zonc of nest
w found date date nest was discovered (stored in the internal “Dace’ format of Bansd o prescats the numbc: of days since Janwacy 1, 1970,
. the LUnix cpoch Converted casily in R using ‘as. Datcifound date, origin —*1970-00-017)
n. foarisd_timms lime niest was discoversd (24 h formal,
etirnaled dule whien Uhe (et epg ol the rnest wais
indays of the aldast c[":' tdetermined by the flaatation scores Ynar
l'y]lern)l]lm Lwer-egt ] st 1 -day laying, p |
are based o rel, S, el rimining nitiation dates of clulches found s s is irmprecise, anel (his
1. nest inilistion dule futivn dikg by sublrw [ruen the baleh <ale G, the average length of insubation in this
population) andan sdditional 5, yimy preriod depending on the shelch sise, Vor nests und al slage
T that failed hefnee hatching, the n 4 Stored in the intarnal Thate' Format of R and reprasents
Ve nurnber ol days since Janry 1, 19710, Uhe " Unis epncli, Converted eusily in 1) asing ‘wdale{nesl_iniliation_dale.
avigpin — " T§70-00 4077
11 end date date nest coded {canse spcu.rcd in fate’ colume; stored in the internal ‘Thare' fornat of R andr\prcicrts the . mbu of days
: . since January L 1970, the "Unix epochl Converted easily in 16 using ws. Datedend Jule, origin—"1970-01-01"]
- lasd ahservation alive ilale oest wins luslubserved setive, Slored i the internal "Dt Byrmil of Band represents e number of Juys since luowary
) e ! = 1, 1970, the “TUaix epoch! Comverted easily in B vsing ‘2s.Datellast observation alive, srgin—"1970-01-017)
15 fate far of nest (o2, Hatched, Tredated, Abandoned; e}
welour-ring combingtion of mals confinmed tending nest, The schenae can be noted 45 X4 \'\IPDC KX where X indicatcs a
16 male sl positicen e a colur (e melal) ring, e Gl slop marks Uie position of the knee j |n|1 | .m.J the pripe divides the lell
and right leg. Thus the readout Is “left abone, Lot below f right above. right below™ Sec page §of refl ™ for more details.
coluur ring corbination of female confirmed tending nest. The scheme s be noted 1 K68 530X where  indicates
17 ezl a puessibli pasitines for a cnlor {or metal) sing, e full stop marks e position o the knee joint and e pipe divides (e i
and right leg. Thiss the readout is “left abeve, laft helaw | right aheve. right helow” See page 9 af ref ¥ far mare details.
14 n chicks numbrer o chivks halched from nest
L4 clulzh sige nember of eges found in nest
lenglhl lengih in millimelers ol ega 1
width | width in millimeters af egg #1
. Hoatl tloat score of cgg # | as defined on page & of ref,
23 length2 length in millimeters of cgg =l
width2 width in millimeners of egg 2
Nerat Mesal sessre of s defimed on prage S of ref, ¥
Tengihd lesngt b in pmillimeders ol egg §3
widlh3 width in millimelers of egp 43
K Mol Mosal score ol e #3 s defimed on page 5 of rel, ¥
- phota indication if a photo of nest was taken (11 or not (0}
3. obscrver initials of observer who found nest
AL COmnents misccllancons comments pertinent to nests obscrvation

Lable 1. Nests data ol snowy plovers breeding in Bahia de Ceula, Mexico, belween 2006 and 2016, Lhis datasel
comtains information on egg dimensions, laving phonology, nest lale, geographic location, and the identily of
incubaling parenls. These dala can be wsed (o assess individual reproduclive ellinrt and success, male and site
Adelity, and senescence, for example.

L record all colour ringed individuals present, As with our brood dala, each resighl includes the dislance and
azimuth to the individual. the geagraphic location of the observer, and any notewarthy comments pertaining to
the individual’s behaviour.

Data Records
Our dalabase and all other (iles described in this manuscripl are slored in a publicly available O8F reposilory™
The file Ceuta_OPRMN_vX-X.sqlite contains the SO0 (Structured Query Language) database of four tables con-
taining our raw observations collected during routine fAeldwark (RNests, Captures, Broods, and Resights), and
a [ifth table (BirdRel) that uses relalional information (o summarize Lhe idenlities of the parents and ollspring
belonying Lo each nesl and subsequent brood, The struclure of these lables is delined in Tables 15 below, ‘his
Data Descriptor is based on version 1.4 of the CeuraOPEN database,

In summary, the CeulaOPEN dalabase contains information on 794 surveyed nesls, 2,824 caplures of 1,617
marked individuals, 115 monitored broods, and 6,939 resighlings of colour marked individuals, Over the 11 vear
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Column | Dalaname  Theseriplion of dala

I species species of plover (all snowy plover SNPTin Lhis case)
2 population  pepulation st which capfure was made (all *Ueuta’ in this case)
3 vear year during which capture was made
1 site site at which capture was made
5 et umigue identilizr sl nestal which ciplurs was made (unigue within g ol wilhin silel. 17 caprlurs was macle 2l a
i hraad ariginating from an unknown nest, the identifier s negative (eg,® 20
. m acancatenation of year, site, and neat tn maks a unique nest identificr acroas sites and years
7 ring alppha-numeric code of metal ring assigned to caprured i ndividual
color ring combing lion assigned Lo coplured ndmidual. The scheme can be noled o XX RERR where X
z cade indiciles s presilile position foracolor (or metal) ring, the ull slop marde e pesition of the kneejuint and the
o . pipe di_} des the loft and righe leg. Thus the readout is *left above. Left belonw | right above. right below” Sec page @
ul el * fur more deails,
9, age e of caplured individual {1 — juvenile (chicks and Gestyears), 2 —adull (second vears and older)}
sex of indwidual determined in the ficld based on arnamentation and other clues (g, time of capmre, parental
. Feld_sex ! oo o nd othe
— males, and T — unknewn sexed juvenile
dividual determined in the lab with the P2T8 and Calex-31 mackers (for our PCR conditions sec ref, 71,
1 S— where ‘1 — fermale, W —males, 'L — insellicient malecular evidenes Ceg, markers Giled), ard ‘M8 — individual
: - net moleculary sex-typed. Wotc: all hirds initially caprured incpears afer 2013 have not et heen molecularly
sex-lypres]
12 sen st af cagrlured individual [ — female, "M — males, ' — juvenile ul ek n sex)
13 e ling LT easting ol caplure
11 noring L marhing of caplore
15 utm UTM zone af caphire
16 Sale date caprure was made (stored in the internal ‘Thate’ fornzat of R and represcats the number of days since January
- s L, 1970, the Uik cpoch’ Converted casily in R using ‘as Date(date, origin—" 1970-01-0071"1
17 lirne time cisplure wis made (240h rmal, ey, 16330
praerents allendi plured individial (il 1 parenl present; ‘T’ — une parenl
inetidentified whethar male or fermale): +"when famale identified, whilst males identity was
18, PALCIE . - I - ™ : 3 L .
uncarbainls "3 — mals omhy (3 when mile idertifed, whils| females iden it was uncerain, ie, opposite of
27— btk present)
L weight weight in grams of captured todividual
length in millimeters of upper mandize of capturced indrvidual. Meazswred as the distance between the tip of the
20 bill [wrebwea] leathering al (e base of Gre upper bill, along Gre ridge of (e culmen, aod Gee lip ol Uhe bill (alse koown

as the “exposed culmen” measuroment; seisy page 8 of rof.

length in millimeters of leit tarsus of caprured individual. Measured as the distance between the notch at the end
Zl left tarsus of the lateral condvle of the tibiotarsus on the backside of the lea, to the last tarsal scute on the front of the legat
the hase of the fant (also known as the “autside t2sne” ar “diaganal tarsns” measnramant: sonsu paga 1 of ref. ™

20 right_tarsus  sare s lefi_tarsus’ measuremant ahave bt for right leg of caprured individual
lengh in millimeters nf left wing of captared indvidual. Measured as the disrance from the carpal jnint [the bend

23 Tell_wing ul The wingg) Lo the longest privary lealher whilst Tellening Uhe w thilening the primaries (also known
as The “maxirnum Ta™ o “Maltened and strighlensd” measunmenl; sensu poge 6 of vl

2 right wing same as left wing' measurcment above but for right wing of captured individual

25 blood indication if blacd from capturcd individual was collected £ 1) or not {707

5 — primary melt score ot'(ammt_\". individual. Scored as the stage of the mouls and the number of foathers ar char
slagpe. See ral  lor e deliils.

. . faal seore ol caplured indivielal, scored s he amnonl of vible falin the Turcalar region or racheal pil. See el

. e for more details.

W, Tie fom il Teather lice from caplured individual wers collecled {117 ar o {'07)

0. Taesal o i Faeces From caplured imdividual was collected (1] or not (1)

ET phalo inddication i a phelo ol captored individual was laken £ or aoL {07

3L whserver inikduls of observer making plure

2N cnments miiscellaneonas comments pertinent tn capors event

Table 2. Captures data of snevwy plovers breeding in Bahia de Ceuta, Mexico, between 2006 and 2016 This
dataset containg information on bird morphology, age, sex, capture time and location, and the identity of the
individual. These data can be used 1o assess apparent survival with mark recaplure models, sile Gdelily, and
grow lh rales ol chicks, [or example,

sty period, we spenl 927 days collecting these data in the leld — amounting o over 20,000 hours of observa
lional ellorl.

CoulaQPEN is one ol only a lew open-access databases Lo provide raw Neld observations ol an
individually-marked wild verlebrate species (for other examples, see refs. ) We therelore believe our dala-
base will privvide a valuable moedel for future lield bolegists o consull when strucluring (heir data and deciding
whether to pravide public access.
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Column | Data nause Dhescrbption of data

L spocics species of plover {all snovy plover 'SKIL in this case)

2 populition  population al which hrised wi ahse rved {all ‘Ceuli in this cuse)
5. yrar yerar during which hrond was ubserved

A sile site sl which Briood wis chaerved

unique identifier of brocd (

ique within year and within site). Broods eriginating from known nests rotain the

3 brued L i{]ul_:l,_lifwr Tuonnd i the Newts Lable, whoreas broods hatching from snknown nests have s negalive idenlifer

[} jis} aconcetenation of year, site, and nest to make a unique brood identifier across sites and vears

7 casting UTH casting of brood observation

8. northiog UTH northing of broed obzervation

9. atrm UTH zone of brood observation

10, date d:ulx: browd ohservalion wils Lquc]c '.'sluru.l i he h:lrrllmll‘l.kllr' I}J tal o 1 repres lsllllw number of days
since January 1, 1970, The Usiv epach? Converted sasily o W asing b Balefdate, srigin — " T420-00- 7))

1. Lime tirne besod dhservation was maee (21 Gl 2. 1R3]

12 distance cstimated distance in meters between brood and obscrver

13 dewres estimated bearing of brood relative to abserver (Lo, the number of degrees In the angle measured inoa clockwise

divection from the north lne w the line jolning the abscrver to the brood)

paarenis atlending
1. parants mala nr femnale) ¥
wnly i34 when male identifed, whilst lem

>n|1 al Lime ol abserv it {0 — nes paren | preseni; "1 — ane parent (nolidentiled whehes
male identified, whilss males identity was urcertain; 3 = male
enlily wits uncerlain, e, upposile of 2="1 " = hoth presenl)

ok i cnmbination of male sheervedd tending brovd. The scheme
indissalas i pressiltle pusition o a caler (ar me ;e Full sl

e b rannked s 0K K] XK v here X
s L prwsitlion of the ke juinland the

15 male pipe divides the left and right leg. “lhus the readout is ]c‘t above. loft below | right above. right below” Sce page 4
nirel #F Tor more detaily
warlerr rivg comnhimalion of female ohseread lending hrosd The scheme can be noted as A58 SEER where X
16 P indicates 2 possible position for a color {or mietal) rmp,ﬂ'etull stop marks the position of the knee-joint and the
} ’ pipe divides the left and right leg.“Lhus the readoutis “Jef above. Lot below | right above. vight below” See page
of ret. ™ for more details
17 hicks number of chicks obeervad in brood. Because of temperary or permancnt broed adoption, number of chicks can
- cad he Larger than iritial hrood siee al sbsesuent observalions
cerlor ring cornbinations of all chicks nhserved (indivi n]u.:]s seperaled by aconmimi). The scheme can be noted as
1 chick codes X REOCNT where Xindicalss a possible ponilion fura colur (or melsl) ring, the fall stup marks he pusition
. < ul Lhe knee joint and [he pipe divides (e Jelland right leg, Thus the readoul is s “Tefl abuve, Tl below | right abwve.
right helow” See page 9 ol rel.  far more detail..
19 bl _phte indization i phelo of the Bread was talen (71 or nel (07
0. obsrrer Initials of mheerver making brood observation
21 COLIMC TS miscellancous comments portinent to brood’s obaoration

Table 3, Broods dals of snowy plovers breeding in Bahia de Ceuta, Mexico, belween 2006 and 2016, These dala
contains information an the time and location of 2 brood abservation, the identity and number of chicks seen
alive, and the identity of the parents tending chicks. These data can be used to assess parental investment, brood
home range, and chick survival, for example.

Technical Validatio
Dhuring each field season of the snowy plover project at Bahia de Ceuwta, observers receive comprehensive training
on owr sampling protocol* and general avian ficld methodology. I all L1 vears of data collection, at least one of
us wias presenlin Lhe leld e oversee leldwork and assess the quality of abservalions, Moreover, lield assislanls
ustally aicled us wilh leldwork [or academic purpeses (e.g., as parl ol a bachelor, masler, or docloral project),
which encouraged personal interest in maximizing the quality of their data collection. All breeding data from the
2014 breeding scason was lost, which is why this vear is missing the nest and brood data (Table 8). Likewise, 2015
does not include brood data because bronds were not resighted in this year ('Table &)

During Lhe data processing and developmenl ol Lhe final dalabase, verilication and validalions were made al
several stages: during Deldwork we would regularly check each other's noles [or unusual observalions, during the
digitization of field data in spreadsheets we would scrutinize outlisr measurenents, and throughout the assembly
of the SQT. dalabase we conducted tharough data cleanig (e, removing while space rom strings, enfircing
comsistent nolalion and symbology, elc.). These dala quality checks were run annually belore merging new obser
vations with the master database.

Usage Motes

The CeutalP 1N database is available under a Creative Commions Attribution 4.0 International Public License,
wherehy anvone may freely use and adapt our data, as long as the original source is credited, the original license s
linked, and any changes to our data ave indicated in subsequent use. "Lhe database has undergone multiple rounds
of curation to purge inconsistencies and errors, Any turther ecrors that are spotred by us or brought te our atten
tion by wsers will be carrected and docwmented in future version releases of the database, When using any of the
CenlaOlEN malerials presented here, please cile Lhis Dala Descriplor in addilion Lo the version ol Lhe dalabase
that was used, Furlhermore, [or all projects making considerable use ol the CeulaOTPEN dalabase, we encourape
users to reach out to us to offer the oppaortunity to comment prior to the publication of their waorl
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Colomn | Dataname | Description of data

L spocies species of plover (all snowy plover SNPL in this casc)
. poprulation prephativn alwhich resighling wies mace Gall "Ceute in Chis ease)
A year veear duaring which resighting s rmacle
A sile sile al which resighting was made
5 casting TUTh casting of observer's location while resighting
& northing UTM northing of ebserver's location while resighting
7 ki UTh zone of ebserver'’s location while resighting
4 Jalee <cate resighting was made {stored in the Internal ‘Date’ format of B and represents the number of days since January 1
. b 1970, the “Tnix epecht Converted casily in & using ‘asDharc(date, origin =" 197001017}
kS time time resighting was made (244 format, o.g "1633)
10 distance estimated distance in meters between resighted bird and obscrver
" i entirmaled bearing of resighied bind relative t the e ver (e, Ui namber of degrses in the angle measurned ina
: desree eliscliwise lirestinn (rism (he murth line ls the Tine joining the nhserver o e )
crnlnr ring combinalinn of the resiphled individual T he scheme can be noled as X008 KRR where X indizle
12 cude pussitism For a csilor {or metal) ring, (e full sog marks the positiom of te knes-juinland the pipe divides the lel
and right leg. ‘Thus the resdout is Tl ahve. Tefi below | right abcre, right below” See page 9 o ret. 2 for more de
s - sex ol inelinidua] determined in the feld based on omarmentaion and elher cuss (s.g. caplure hislory, parsatal
- elc). where I — female, "M’ — males, wnd ) — unboowe sexed juvenile
14 LRSS inalivativn i The resighling wis conducied as parl ole census counl (117 er ool (107
15 wheerver inilials o ahserver making resighii
1. comuments miscellaneous comments pertinent to the resighting

lable 4. Resights data of snowy plovers breeding in Bahia de Ceuta, Mexico, between 2006 and 20061 his
dalaset combains informalion on the Umeand location of a colour-ringed acdull, the identity ol the individual,
and behavioural information recorded during the observation. These data can be used to asscss apparent
survival with mark-recapture models or investigate space-use through hame range analysis or movement
ccology models.

Column  aia name Dhescri plisom of data
1. species species of pliver (ll snowy pliver SMPL in this case)
2. population prapulation al which family was baerved (all 'Ceala in this cie)
e vear veear duaring which Gamily was sherved
4. aite site at which family was obscrved
o identificr of family {unique within year and within site). Familics found as nests retain nest identitier found in
5. Tamily Nests luble, whereus fumilies foumd s broods halching (rom unbrown nesls bave o negative brood identiller (e,
tound in Broods tablc)
[ jinl aconcatcnation of yoar, site. and nest to make a unique family identificr across all sites and yoars
cxtimated date when the I:lrsr cag of the nest was laid (e, its ‘initiation’ ), The sstimate is calculated by subtracting the
agein daws of the oldes rmvined by the Haatation scores ‘tlaat]’ tHoat2, and ¥inatd' defined in the Nests tahle)
anda’ indid clutches or a 3- d.w]a\"mgpcu d faor two-egg clutches or a L-dav laying period
[ ) : . Dhetermining imitiatian dale of cutches lund al sige T
7 nest_initiation_date | is improciss and 1 5 the nitat subtractmg 25 days from the hatch date (e, the average leagth
of incubialinn in this population] and an additiona 5,3, o1 i period depending on the clulch sise. For
nests fond ar stae 'F thar failed hefnre hatching, the nestin C Stored in the internal Thate tormat of
Rand lv:pmscntsthc number of day 2 Tanwzary L, 1970, the ‘Unix epech! Converted casily in Rusing ‘as Datel nest
mittatiun_clale, origin— “1970-01
ddirle mesl halched {storend v e inlernal Thale' forrmal of T’ and sepresents the number ol days sines January |, 1
ES hatehing_date “Unix e mveried easily in 1L using S Dalelkalehing_dale, origin—"T970 00 D07 N4 i nes| e was ather than
Ted
9. male metal ring alpha nurneric sode af male parent ehserved with nestfbn sl
1. fomale metal ring alpha-numeric code of famale parent observed with nestbrood
1L chickl ructal ring alpha-nomeric code of first chick assigned to brood
N chick2 nuelal ring alpha-numeric cude of secomd chick assigned Lo oo
11 chick3 melal ring alpha numeric cude of thind chick assigned Lo brovd
14 oxp indication it family was part of an experiment
15 npe indication of type of experiment conducted
1% . date of possible experimental manipulation {stored in the internal Diate’ format ot'RandJcpmscms the mamber of davs
: ARty sinee Jamuary 1, 19700, Lhe Ui epoc, Comverled esily in B using o Jale(manip, nrigin = 197001 4177
Lable 5. Bird Reference (“BirdRef™) data of snowy plovers breeding In Bahia de Ceuta, Mexico, between
20006 and 20016, This dataset is a relational table of the Nests, Captures, and Broods tables (Tables 1,2, and 3}
surnrnarizing the identity of all members in s Gmily (e, melal ring alpha- numeric codes ol bolh parents and
all chicks, il applicable), These dala can be used Lo quantily mating syslem and assess individual varialion in
breeding phenalogy, for example,
CIEMTIFIC DATA (2020} 71149 | htps:/fdol. org/L0. 1038541597 -020-0430-y g
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Year | Caplures Nests Rronds Resighls
NG| 456 138 £ 19
w07 |65s 140 102 503
s | 229 7 30 577
EEEE 82 44 1257
g | 3m B 9 FIE]
N 70 3 [
miz | 12 151
mii |87 Ell 6 191
w1 - - 51
Wi | 148 50 - 4§12
mie 148 57 ) 517

lable s, Annual summary in data nfu:apturc.: conducted. nests survc}-'cd., broods monitored. and l'n.:ightﬁ of
colonr marked individuals,

We recommend Lhal vusers employ R o access and wrangle (he CenlaOPEN dulabase lor their study, To
lelp this process, please refer to the accom panying RMarkdown document {Supplementary Tile 1) to follow
our suggested analylical workilow for utiliving CeluaOPTN with the REQTile? and dplyr® packages in the R
envirommenl.

Code availability

I assist users with accessing and querving our database, we have written an accompanying RMarkdown
document (Supplementary File 17 that provides a commented worlkflow for utilizing CetuaOPTN with the
RSQLite and dplvr® packages in R.

Receiveni: 30 Decermher 2019 Accepl
Published anline: 20 May 2024
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Offspring desertion is often a plastic behavioral strategy that requires precise timing as the termination of parental care may have pro-
found consequences for the fitness of parents and offspring. However, the decision process involved with termination of care is still
poorly understond. Snowy Plovers Charadrius niveses show highly flexible brood care with some females deserting the brood sarly
and re-mate, whereas athers provide extended care until the young are independent. Using a dynamic madeling framewark, we in-
vestigated the effect of multiple factors on the decision-making process of female brood care in Ceuta, Mexico over a 7-year period.
Females were more likely to stay with larger broods, while their probability of care was lower at the beginning of the season, when
re-mating opportunities are higher than later in the season. Offspring condition at hatching did notinfluence the length of female care.
Chick death and offspring desertion frequently coincided, suggesting that deteriorating offspring condition may trigger female deser-
tion. Females deserted broods with high survival prospects when their absence did not impact negatively chick survival. Conversely,
females deserted broods with low survival prospects when chick mortality despite female care reduced the value of the brood and
re-mating was still possible. This suggests that female Snowy Plovers are sensitive to the needs and the value of their broods and
adjust their parental care strateqy accordingly. Taken together, we conclude that offspring desertion is a highly plastic behavior that
allaws females to maximize their repraductive suceess in a stachastic environment.

Key words: behavioral plasticity, offspring desertion, parental care strategies, polyandry, reproductive success, trade-off

INTRODUCTION

Parcntal rare increascs parcneal fitness by improving otfspring

1096; Wekh et all 1900 Ackerman ec all 2003 Magrath and
Wnmeleuar 2005).
groweth, comddivion . and wlimacely sovaval (Kl and Borsall 20015 Omnes possibile way of escaping the strains of pavental duty fs pre-

Abthes sarmes vrne, parenial care adids magor cosls woreproduction wrabure vare lermmation theough olliprng deserion, Cnginally

il oy comprormss acdult survival wod/ o Tuture Teeundivy of e
parent {Cross and Sargent 19683, Smith and Woollon 1995; Zuk
2004, Buzacto cral, 2007 Rovle cval. 2014 In particular, muldple
breeders of long-lived specics face a trade-off’ betweon lmproving
the prospeets of the current hrnod throagh care and the reduction
of their own tunare reprochuctive success and/ar survival through
extended care (Willams T000; Trivers 1872: Westneal and Sargenn

Address corrcapondence to K. Kupan, C-mail: kkupani@gor.mpgde,

considered us maladaptive or “abmarmol bebavior™ (Fugoka 1909,
Tl 19990, thevrelical aud experimental stucdies have shown
thar offepring descrtion s often beneficial for the parcns. When
survival of the current broodl iz not compromised, desertion fol-
Tenwerd by re=maring can Ieac v increased litetine reprocinctive sucs
cess for the deserter [Lrivers 1972 Mavoard Smidh 1977 Smith
aned Wontom 1995: Seekely e all 199G Webly el al. 1909 Ward
erall 2009 Revle eral 200210 In arcler o make an adaptive deci-
ston over desertion, parents should consider the bllowmy Ove key

pararmelers: 1) the needs ol the corrent allsprimg, 23 the value and

& 1he Anrhar = 2027, Published by Crdied Lonfeersity Press on behalt nf the International Sociery for Behavioral Mealngy

AT rigghis vl perrnission s, plesese wearmail: jous rrvsbsgrerrossiimsfianp. o
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Fonprare e ul, e ClEpring desertion with cae?

prospects of the current brood, 3] re-mating opportunitics, 4 their
oW cunclitiun and 5"- |>c]nvju)r cuf thc othcr p'u'cnt in bip'\rcnh]

Hrunc.lnn e 'ﬂ

TFarst, the uccrla rJ[' the current brood nay depend on the en-

viromenent owhich the offsprmg will grow upe Tor ecwonple, o
harsh envirenment one parcnt may not be able o raise the young
alone, whereas ina benign coviroament the offspring may fare as
\VI‘.” \'\'ilh T ]J'rll'(‘f” W= \‘\'l‘|.}l ]Il)|.}l._ It"r]i'hlg'l)'”ﬂ [h"]lt“ll r"l‘#‘. [E9) (II‘.‘GI‘T"
iBe 4 al. 199 Blanken and Mol
1998, Amat ot al, 1949a; Magrath and Komdeur 2003; Elcdegarc
and Sonerud 200Y9; Kosclolinyd vl al 2000

Arcond, the value and prospeces of” the coreent hrond are pri-

singer and Soder 16

marily determined by hrood size and offspring condition. Brond
slee 15 e most obvious predictor of desertion with parents wsu-

ally caring longer for larger tan for smaller bro I slEeT
and Soyder 1957; Fujloka 19859 Steinhact ot al. 2008 Wared ot al,
20049, Brood condition and prospeets may chiefly depend on cn-

wironrnenlal conditiens, (e, Jrarenls needd L o T Jl'irlg ELIT-

vival with ar without theie contriburion in the cuerent enviranment
(Stetnhart el ul, 2008,

Third, the deserting partner must assess 108 re-10alng opporiu-
itics. Re-miating opporminitics detcrmine who gains more from dﬂ—
crring the family and whn gains more from care (keenleyside 19
Fujioka 198%; Balkhine-Earn and Earne 1898; Pilastro e al, .!UH]
Remilin 2002 | Wegared and Semerued 2000 T homson e al. 2004
Recent stucllu: have shown that reproductive behavior is often tieel

to sex ratios of the adult populadon [Kokko and Jennions 2008;
Liker et al. 200 % Greant and Grane 2007 with hiased sex ratios al-
tering porential tor seemential polygamy in each sex. Inothar rase,
the rarer sex has a ligher uppurluml\ [or polyruny and 1 more
Llkely o clesert the Brood (Eberhact-Phillips ey al, 2008,

Feaurth, the parent should cansider its fatare re procuetive pro-

AP Pnl\.nﬁ necd o assess their own conditien and survival pros-

Pt in this process. When parental cave deplenes energy resemves

o “‘ll'rl"'r]'il’f!-' I‘lll‘ ri 3 fl‘l. I)I“'.(l'r]lii}”_\ l]t—.!-‘t'rﬁrm "'I:l)" ;ln]”'\’}'\v'l‘ I]li‘f [’ft}'i—
peet of achalt survival and caable them to repraduce again [Osorno
199%; Curric ot al, 2001; Jamicson 2012,

Fifth, a rdeserting parent will leave dependent offapring hehind.
The deserter necds 1o consider the abilice and hehavior of the
remaining parent, who will be el with the youny alone, When
e retmaining pavent = able o Tully compensate Jor the Jack ol
the sceond carcr, continued care by both parcats I not neces-
sary (Fujioka 1989 Székely ot al. 1996; Roulin 2002; Osorno ancd
20013 Tlarrison et al. 2009 Ward el al. 2000

bnpartantly, all ol e Faclors o
pertod. Funthermore, they wee olien inlertwined  and nod inde-

nge throngh (e oo care

pendent rom each other T s csseniial o understand the velaion-
ship brtwern these factors in order o establish the mative hehind,

and the adaptivite of carle termination of care. For example, the
b st might decrease over the brood care period apparenily
decreasing Ue value of the cwrrent brood, However, the value [or
the parents often also depends on the re-mating oppormunites; i
braod size decreases in carly hroods when re-mating opportuaitics
are =0l Taghy, parvents may be betler ol U peiorliang luee reproduec-
tion cver their current offipring. By contrast, i Tare hionds decrease
sk, re-maling opportunites are oflen low and, consequently,
parents ey be better ofl wocontoue caring, Suuilardy, brood age
may he related to the length of caree Older chicks nanally have
hetter survival oppormnites than young chicks: Theretre, parencs
ol older browds may decide (o complele care even il morlality

410

occurs, When desertion happens during an carly stage of care,
thee yoanng are atll wulnerable and the vemaining parent might
ant b able to fully cnmpensate. In this case, early terminarion of
care will only be adaptive 1 che gans rome additional matiogs are
itgrher than U losses meurred e e deserted brood 1144
clerared and Sonerad 2009 van Dijk

It iz often oot clear whether low sary

I prospects of the off-

s[:rhlg AP CALLSE D COTIRE U ol desertie I the larner case,

l}\l‘ (|r:{rr'|ir|g ]J'rlrl‘f”. rfl'd}.' (‘i!-'t'.'\l‘l- ]\ 'rJ] |-'1'I(|f”| E !-'I'n.killg .‘ihi]) s o -
tiomed care will not improve the offspring survival prospects. The
descrter then chooses to make the best of a bacd job by starting
a tresh maring attempt toooffser s inicial sy reprodnciive sae-

Mzckely or alo 1996 Ackerman et al. 2005, Klug and Bonzall

Lower Duture survival of the deserted ollpring but expects woob-
tain an cverall higher reproductive succcss dhwough desertdon and
re-mating than when remaining with the firse broocl {Osorno 194

Plowers (Claradvimae) are soall shorebivds withe high v
! al. 2017
Ly sl elwehes withe vwo 1w

Tialion

Berhar-

'rJfI(l ”C‘\“ “‘lll‘r‘ |.|| Il-']]“”l'r]l :
Phillips ot al. 200180 They wepies
[ cups, which mplics that seproduetive sucecss can only -
crease thronugh producing multiple chitches for donhle broading,
Iomepeise cr all 200 1. Precocialite of the oflipring has facilicated
the evolution ol IJ]&I:\L[L bmur.l care systemns Ll iay feature b or
uriparenlal brood care [Sg and Ro nolds 1995; [ouston el al,
200045; Thomas and Székely 2005; Dherhar-Phillips 2014, The fre-
quency of descrton varies not only between ﬂp-*c]cs but alse be-
herhari-hillips e al. 2000, Several

i Waniee

ot and within papalati
preedictors af the length aof hlp"IIPnT‘ﬂ care have ht‘f‘ﬂ 1d€n[1h?d pre-
vionsly weluding il broed size Galso relerred o “current brood
SLae, ckely amel Cuthall 20005 Ward el al. 2004), biole environ-
mment (such as popilation density anddor predation pressare, Amat
rtal. | 95%0a;

2 Rasztolanvi or al. 20006), and abintic environment (o
Lcmptml.tuc. AlRashicdi et al, 2010, Desertion s swungly Imkcd
Ly ve=inaling oppertunilies are intluenced by aduli

Nmat ot al. 1999 Steazel ot al. 201

X '|fJ||(H
: Parra

ot al. QUH'
20172 Khe

armona-lsunza ct :\] 20175 Eherhart- Phllhps ot al,
art-Ihillips er al. 2008 Fherl hr]I"I—PhI'.I]"I.-. 2.

In mary plover populations, desertion appears positively re-
Lated wochick moralilty [Seckely and Willlams 19957 Seéhely el al,
1985 Sechely and Cutloll 199% Aanat ev al, 199907 Croe-Lipes
et al 20070 10 was previcushy reported that the majorine of deserted
Snowy Plover Gharadrius nivssus familics were characterized by low

chick sumvival, which miahe fmply that Brood desertion is mala-

dapnive: (L
cause or consequenes of reduced chick survival remalned unelear
Followme up on e vesults, we dnvestigated G phenology and
ftness consenuences of hroed care in Snowy Plovers breeding at

dipes el all 20070 Towever, whether desertion 15

liahia de Cenra, Mexien thereafter “Clena™) Wi fnensed nnfemale
vare wx Uhis parental belavior as e Diglest plastcity i pop-
ulwtion (Crue-Lopes el al 2007 The male-biased sex ratio it m
the population cocrges during the juvenile stage (Eberharc-Phillips
ot al. 2017) presumably provides becter re-mating opportunitics @
[IQ‘YIIHII‘.‘G. {;IJ“FC'.(]III‘”I]I\'_\ ]J“)fl(] i]#‘.F(’.'ﬂi(Hl ]I)’ l\l'dlf'i |‘1 t'.}s'l‘t‘.l\ll‘]}' rare,
whereas Trooed desertiion Tee Temales 3 Beguently olserved (Croe-
Laper et all 200710 Using the fates of 262 tamilies collected over
seven breeding seasons we assessed Lhe adaptive value and te dy-
nznnivs ol Tenale brood care and ollspring desertion. We used aody-
namie maodeling method (Sehmide et all 20000 o idenrity hoth static

and dvnamic predictors of female descrtion. We censidered present
bireod slae, Uuat 1s, e brood s1ze onaspeailic day, and brood age as

147



430

s of the

dynamic variables that represent changing values and nece
broad. We used hatching date, male, female and brood condition as
aratic predictors, specifically, we 1) r]em'rihe(] the pattern of female

hrood care strategies in this popalation, 2) COmpar o reproductive
e ehiflerent Tl

stcess ol tested whivh ol the

I:Jll‘)'lf“-\ ]
alymanie aral statie soctal and envirommenial varabiles predicn the
lenghy of Temale care and, 4) exammed Ue wimporal assocition
ol chick mertality and wrimnation of feoale cave, With Ui we ex-
plored whether and how chick mortalive influences the decision of
the females to continue or terminate care.

METHODS
Field work and data collection

Yor smiclicd breeding Snowy Flovers ar Ciemta, a coastal werland
in Narthwest Mexico henween April and July from 2006 0 2012,

Dhnwing thee sty period. about 500 100 Sty Plover pad

Theslis]
annnalty on tidal salt flats ot an abandoned salt exoraction site sir-
rounded by mangrove forests and agrtewloral Gelds (Croe-Lopes
e al. 20073 Eherlari-Thillips e al. ’I:JI 75 Plaschbke el al, 20707 We
monioreed Soovey Plover familics daily using the methodology de-
seribed i Sackely ol al (2008

Wi searched for nests and familics by seanning the sale Hats for

incubating plovers with binoculars and scopes from a mebile hide

lom sl

or a an When a nest was oo, we recorded the Toe
established laving and harching dares hased on the Hoaring tech-
nigue assuming o 29-day meubation pevtod (Dlasclike eoal, 2000
We conuhin dneubating parents om e nests with o Tinned v
and marked them with a unlque color-metal-ring combination

consi

ting ol theee color vings and @ oumbered el rmg We
ited the nests approsimaccly every 2=4 days until we heard
the chicks calling or pecking inside the cges and afterwards daily

ey

Loy caplure, measure and mark chicks helore they Teave the nest
arrape (Cruz-Lapez eral. 20070 dos Remeding et al. 2015 We
ntarked the chicks with a metal and o single color ring, This al-

Towesel st Bllose the dnedivacdual Gates ol st olieks, W ook

hody measurements and a blood sample of adults and chicks for
moleculn sex wentilcation, We re-sighiled Gunilies i puossible
at least onee every 2 days until the brood had reached anage
of 5 days and approximarcly every 4 cavs untll the brood age
reacherd 25 days arwhich hrood age Snowy Plovers hecome inde-
penclent

(Crnz=liper et al. 20070 Ar cach sighting, we obscerved

broods [or e least 13 minetes or vl each previously atlending
]J-'lft‘nl }\}I(l l’l’.("” seen |
(Sedhkely und Clutlall 19
rioed, we recorded 10 as 5

il]r‘lll“.}- all |'.'m|ﬂ_y miernilers [rrasenn

0 b s not seen during this pe-
2

odssing” for it day,

Data processing and statistical analysis

We collected brood attendance data for a ol of 367 broads,
These broods are part of the CoutaOPEN core data st by
Lherhart-Phillips oo oall (202000 From these, 12 (3 diel nor
hive hatehing date information, 585 (104
servalions, 7 (2%
and inoa further 15 (1510

had rwa or frwer ah-

D hroods the ale deserted e disappeared

hroods the female deserted inoa

period between two brood observations that were longer than
Goddays apart. Aler remeving ese broods, we ncluded 262
broods for further analyscs, The number of broods varicd annu-
- strony pupulation decline throughout the study
pericad (Crrnz-Lipes o al. 20

Tichavioral Leology

[n case broods disappearcd or failed before Hedeing age, we
noted the day the brood was last scen. We assumed that both
parents were present with the chitch uaril hatching as incubatinn in
Snowy Plovers is biparental (Vinere coal. 2005 Vineze ot al. 20
Wes cnleulated the duration of Teriale amd male care e each breood
i davs Tromn the hatehing of the Test chicke Too 2007 20060 and
20171, we perloried brood lu.mlleLtuum such ws cross-[osteringy
ol [reshly hatched chicks and eges (V= 1121 The manipulalions
cither wercascd broad size up 1o five chick: 11, left broad
sze unchanged with cither cggs or chicks s\n\plzmcl petwern broods
W= 63 ar redueed hrond size (A= 861 We repearcd air main
el 1 using only data from anmanipalated beoods andd i) with

an additional Hmanipulaion™ precdictor with manipulation vypes as
actortal levels to lest whether rampuolaton eflected lermale cane
bebanaon The results of tese additional models were qualitatvely
sunlar (s and vesults wre avadlable o GidTub, see Diata availa-
hility statement).

For cach family member (parent or chick), we defined the last
dav of presence as the mid-point herween the dav the bird was lase
abserved with the family and the firse day the toeal bird was ei-

|}I(‘r (Jl}:‘t‘."\(’.(] ]J(’."T‘I'rl‘ll‘llll}' \’\"I|.|IIIIJ| l}li“ |.}JT\||"|}" aor |}It‘ EI‘II”_\' Was
Fow parents, permanent ah-
senee meeant it they deserted the broods. We considered lempo-

oheerved  permanently withane i

rarily absent LTumly ternber
re-sighted wich the family, as

ol 1s, those thial were subsequently
“present.” The maximum cliration of
cure wies 20 duys oo day O, when the Gest chick batched o e
Trcennel, vitil day 25, the Hedging agel Tootest whether onr estima-
tion of the desertion date would somchow mpact our results, we
ereate] astricier daiaser whers we anly meloded Troads Tor which
the exact dav of temale desertion was lnown (A = 111 Again, in

e obtained strnilar vesults idata and results are avail-

this analvst

able vn GilTub, see Data avialalahly statement,

Female brood care
We comstdered [our scenarios Lo describe the ermination of female
care L) Desertion: the Tenabe el the Teood while an Teast one chick
was slill utleneled by the male

Brocd Latlure: cither both purents
were observed without the chicks, or the niale was seen alone
within 3 davs of the last ebservation of the brood attended by both
5 Full term cares the female staved unl at least ane chicle

Unfinished ahzervations: unfiedged broods with un-

Parcnes,

Hedged.

knowen tare that were attendedd by the trimale ar the Tast ohservation.

Reproductive success and breeding time

Tor assess the ness consequences of Tanale brood care stralegies,
wo compared the seasanal repreductive success and hreeding time
‘Lo the total number of days a female spenc with breeding re-
lared activiries) of females that thr the frst clurch either provided
tull term care or deserted ane then resmared locally (Fionee 11 W
caleulated reproductive success us the tolal number of Nedglmgs
Tonawertain Temale parenial care sieategy within o season. Many

females disperse to different breeding sites between breeding at-

temnpils (leneel el al 19494 Tlere, we compared e local breeding
time of temales that staved for at leass owo hreeding attempts o
prescided full term care o Ceuta. The breeding dme represents
the comnlative number ot daves of egz formation and incubation
4+ 25 days) and the days from hatching of the first chick ta the

end ol care of the Last brood, Talso meludes e doe G e fe-
vuale spenton g o new mane aller deseri

Frgure T In the
[ull-term vare proup, all Tmales bad ouly one brecding attemp,

whereas e die deserting group, all Temales had vwo breeding
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A Full care providing females

£

441

Incuhation Hatching Tirocee care Vel ot care:
| ] | [ | |
! | I I | I
10 il 40 ol S fix FLURNEHIES
15 Dieserting and ve-mating lTernales
Il laving Ineubarion Brond carc Desertinn
e | | i ] | —
| | I 1 | | |
[ 10 20 2350 au il FLUNGFASS
e e
< >
Re-mnating b laying Ineubrrtaom Broeid care Fard o czave
Fipure 1

Hehemn for vadeabating breefing e Jength ol care o diays) i Tull-tesm
attempts with  hatchlings with different males. We comparcd
breeding time {in days) of the two groups using a Lincar Model
with “tvpe of care™ as pradicioe. We compared reproductive sue-
cean (motal nimber of fedglings) berween the twe gronps using a
Generalized Linear Model (GLM] with Tozsson ermor disteibution,

Predictors of the length of female brood care

As a dvnamic measure for the leageh of fomale care we caleu-
Tavesel o nowel vespomse sariabile: probabaliee o eare. Probabiling
(II“ ATATH WA |]‘f‘f';§'t‘.(] ;Tl i hinl”:lr IMATNET a8 lhl" ("U"ll”f"ll_\' U!'\I‘i]
daily nest survival, an established unbiased measure in coology
Lo understand Tundarnenl mechansims of populution dynames
(Schmide er al, 2000, Comverse et al, 20031 Probahilice of care
refers o the prahahility that a female will care on a corrain day
given the probability of care oo the previous day, We adopt this
weasure Lo assess the deivers for lermination of parental care as
it allows us to assess not only static but alse dynamic predictors
that arc changing over the care period. We analvzed the effects
of seven bielogically meaninglul predictor variables on the prob-

alality ol cave. Five ol these wers 5
date, e tarsus lenuth, male condition, Teinale condiion, aond
chick haching conditon,

Harching date provides a measure for the progress ot the

e prechetors: hatehing

hreeding season and we predicted  that temales wonld be minee
likeely Lo stay and core Tor e chicks later me e season os re-maling
opportunites dicninish (Seékely and Cudll 2000), We wsed  relalive
hatching date, which is the z-transformarion of the Julian haching
datcs for cach vear We caleulated relative hatching date by using all
braads wirh available harching date information.

vare providing (V=5

aniel dleserting and lncally re-nning

ermaalies 100

As a measure of male size, we used male rarsus length, the mean
lengrh of lefi and vight tarsos of the male parent. As males are the
main eare providers, lavger males may be betrer ar protecting their
chicks i conllicts with other Timihes or belter al thermoregulation.
W predicted Gt females would be more lthely w care longer o
snpport smaller mates than larger ones. As another ser of qualin
measures wre caloulared CmaleStemaledchick condition™ asing the
A Cireen (20000 This mowthwd

sealedd rass e method T
It o Bmese vegression Tetween tarvsus and wetghin dat pusinis and
for cach ndivicual calculates a relacve welght value according to
the mean tarsus leagth of the population using the slope value of
the regression estimates. Posiive values refer to individuals with
hetter than population average condition and negarive values refer
Lo medividuals with worse tian average condinon. Clhick condition
wis cileulated ustng the bolelung s and stee values of the chick
in hest eondition in a braod within | day aficr harching This vari-
able highly correlated with the mean conditien value of the brood
R = 0051 Sunilarly, v made varsos Tength we predicted han e
males would slay longer with miades e Tower combilion. Wi pree-
dicted that females would desert chicks with better condition faster
as they bave logher survival prospeets than chicks withy worse con-
dition thar might reruire more cares Aleernatively, females mighe
1

stay and care longer tor chicks in hetror coneditinn as theie sore
prospects G benee tetr reproducove value] aee logher
Present brood stae and brood age are twvo dvnonoe vartable:
whese values were determined every day over the brood care pe-
riod. Present brood size, the brood size an a given day, allowed
us o test whether females would take nto account the prescat
number of their chicks when deciding whether mo desert or
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conlimue Lo care, We predicted that Tenales would be more ikely
(o contimue o care [or bigger tan for smaller broods. Fioally,
for brood age we precicted that older broods are mare likely

to be deserted as chicks arc more ndependent (Gratto-Trevor
[990: Churrie et oale 20007 However, this relationship may he
moditicd by seasonalicg. Breanse ol reducing re-mating oppor-

tumities through the season, some Femnales espectally al the end

Iy slay |1J||gr1' ane vare uniil I'|<‘(1g|‘il|g. There e, we also du-

cluded the second palynomial of brood age (hrood age?), Present

prood size, the brood size on a certain day, may provide a more
preciac estimate on the cffeet of broad size on care than inicial
Braad size. Toaporrantly, present hraod sice differs feom the com-
wonly used cwrent brood stee (Sechely and Cuthall 2000; Wl
el ?”{“_':I., which relers loothe mital brosdd stee ol the cor-
rent brecding attempt and is fied for a given breeding attenmpt,
By comtrust, present brood st may chanee durige the care pe-
ricwl. that is, it decrcases with chick mortaling Basing our models
an present rather than initial heood sizes allowed ws o Tvesrni-

witle the lemale decision G coninoe o lerminade care withont

fnklnrnng the “Clomeorde Tallaey™ Dawking and Clarh
that is, that past investment instead of future prospect has thc
stromgesl mpact on e parental care decasion [Ackeriman el al,
200

Wre ser up o a binamial generalized Tinear mixed medel o es-
Gt the elliee ol the pr

a Markov-cham Monte O

M.

clors o probabilily ol care using
vlo (MOMUO alwovithm anc g Bavesian
[ramevork (Korner-Micvergele el al 20050 We used STAN
(Stan Development Team 2008) through the T packares rstan,
ratanarm (Stan Development Team 20080 and arm (Gelman angd
. We fitted two random intercepts: year and fomale

Iy sinve Temales can have mulliple breeding events within anl
hi‘fl\\;t‘ﬁ” YOATH. 1\'\'!‘1 T1|||(|Ff]f‘(] [}rfl]]?]l)i]il}' (JII are (l[- ("rH'}l “‘fT"}I]f‘
with Bernoulli errors,

The likelihood o comtinue cave Jor a0 mven day was Grmulated as

|~ bernoulli (Yo [ o], L4
]UglL(bl U — Hu 4 A present Lol sixcill + 55 hatchang date

| s chick condition; | Hy male tarsus length
| 5y female conditioni | 5 male condition; | 5 brood age;,

| Iﬁn larasad Agig o | T year s o oyean | Ferrale T = we fermedi: T

“r]lf'lt‘ }’“w 1"‘[”"‘“‘1 I [rnl.ﬂr A riJT frl(]l ‘dd\ B ]J"Ii '\' \'illlﬂ]}]f
17 for care and U7 [or no care] witl dirmensions i as the number
ol broods (= 262 and ¢ as the length ol te Brood care perod
0=25 glaysh. & is the daily care continuation probabilitg which re-
ates 1o brood and day specific predictors of the model. All fived
\'-lT'i'r.\])]i‘.'\' waere '-’.—lT':‘”l:"r(l'TT"C‘C] \\"il}l mearn = il 'r“'ld :il;l”l]i‘thI (]C‘\':l'rl'
on (81 =10 W nsesd nosrmnal priors wath miean = 0 and 310 =
3 oon (eeed ellects, normal priors fean = 0, S0 = 1) ou random
ellects and Chaucly (0,3) priors on the slya parameters (year,
fernale 1),

Since STAN curremly docs not accopt missing values for the es-

T licns, v solshiiled masang valoes wath the [H}]}ll]}Jlif}rl AVETI e

for male tarsnz length and condirion wvariables |
=25 N
dillerent end of care events, The Last value e mode] considered
for a certain brood was always the last obscrvation day, that is. the

-~ = \T-j '\
rrales males
= il Tmportantly, the medel can distinguash belween

first clay the female did not provide care anymore in descrted and
enlecd Brvmeds, thesrefime hacd the valve o 00 Allernaively, lor Tiroads
with unknesen fare or full rerm hiparental care the value was |

Beluioral Fieoloey

and relerred W the last day the Tenale sl provided care (Beorer-
Mievergell el al. 20010). We obtamed samples of e posteror dis-
wibution of the model parameters fram five wedependent Markow
chains with 4000 erations cach, We discarded the first 2000 valucs
of the horn-in pericd of each chain and then caleulated posterior
parameter cstimates from the semaining rerations. For analvrics anc
visual tnspecion o determine convergence of the model we wsed
u*:m"\’(m ]IHL]U{“ -"‘f”l I){\l n||1|<n| |l|’ n ,JﬂIfI \.” 'Illl)df‘.l'\ hl(]
Gelman et al 2004, For visu-
alization of the results, we nsed the daegplot [Gabry and Mahe 2017)
and MOMCEs packages in R (Yonngfesh 2018]

Full\ converged with the £ values — 1]

Termination of care and chick mortality

In this analvsis, we cxamined the relationship between female twer-

rodmalion ol care and chick martalivg Fiesl, we Gesten] whetler Te-
males were mare likely 1o terminare care on dayvs when one or all
chicks died than when the brovd stee did not change, We ncluded
all broods belonging o the desertion, brood Galure and [ull term
care categarics, cxcluding unfinished broods. Sccond, we cxam-
incd whether females were more likely o desert on days when
ehick mortalivy happened. For this, we only consadered deserted
broods where ar least one chick died ancd testecd whether deser-
o oecurred randomly or cotneided withe chick oss. We included
all bruods for which the Last pre- and lrst postdesertion observa-
tions were no more than 3 days apart. Dereriorating chick condi-

tion, hecause of starvation, injury or cisease, may precede chick
Tras Ty | oo 2 odays, Females may be able 1o anticipate chick death
ane lezve such braads hefare the actmal reduction of heood size
ax we olien observed chicks moving slugeishly and lageing belbind
e Gnaly shorily belore they disappeared (CR., MLC.L., per
ohscrvations).

suntit

We wsed co-occurrence madels (conditional logistic regression)
1o test whether temale desertion and chick moralicy ro-necnrrec]
mare frecuently than cxpecteed by chance, We roded both dresers
o (L, the change e probabiliee af care) and chick mortality as
Wi andilend
Mest ID as a grouping vanable for the model, We wsed che *clogie”

S aned vomtinued Grnale cave and nochiek Toss ae 2007

function of the swreaad B package for the analysis [Therncau and
Fomles 20051 For all sravistical analyses, we userd B version 3,305

(R Tevelnpment Gore Team 20000

RESULTS
Female brood care

Mg the 262 Snowy Plover broods examined, desertion was the
mnost [requent wermmal event o fernale care with TGS (71%) ol all
s deseried, Desertion typically happened during eandy browd

care. that i3, in 93% of the descrted hroods, the female left within

10 davs afier hatching The peak of desertion accurred 2 clays afier
hatehing In stark econtreast, anly a mincrine of fve (2% females
cared for the broodd nnril fledeing Fifieen |

1 hronds failed betore

Lroods e termimal Tale

e Lemale deserted, Fusally, for 57 1
wits 1ol known and tese Ternales were stll seen with e brood al
the last obscrvation.

Reproductive success and breeding time

Dhesertingg Temales that eamated Tocally al cor Taweding site and
successlully bached clicks oo both atemnpes (08 = 9 did ot
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Haves Tiwher reprodmctive success than 1l e caring Females (A
= 30 ibM: Fstinpate: 0007 F 0085, combicdence miterval |_{=|]: A7
L 053 P = 0677, Figure 2ul Both proups Qedped onaverage 2.5
s [lowever, deserting Females showed a bigher varianee i re-
productive suecess than caring lemales with the moest successtul
male having up w five fledglngs.

The hreeding time of deserting females was, however, substan-

tially longee than thar of caring frenales (Fonre 2h) Thesereing

[enales spent on average tao and a ball weelks LTl Te-

=)

pressdetion han enales that cared T thene chicks il ey

(LA Dstimare: =170 £ 24, CL =254 to — 1008, P 00001

Predictars of the length of female brood care

I Latching date, present brosod stae, and o] ame® were all asso-
ciated with Temale “probabilicy of care™ | o Barly mthe
seasoll, females lerminated care quickly W desert the brood. By
the cnd of the season, females continued to care langer and prob-
ability of care increased from 045 (95% Crli W28067) to U7
we Th The prohabilit
of care for trmales caring tor Targe broodds were higher than those
[or lenrales caring lor stall broods | e Meun probatalaty of
howens 0L7 00% Ul LS el
inercased by approximately 003 for cvery aclditional chick to 0.43
95% Gl 00700 Tor a fve chick brood, e Largest brood stee m
oar sample. Brood age? also showed sonie association wirh Tength
of female carc. Rates of probability of care decreased from 0.8
% Ol IRF0 0U80 At hawhag o 0075 (95% Crl: 062 0.0
a hironal age of & days ane then inereased o 005 (095 rl: 0,76
5 for femades Wrat staped unidl e age ol 25 da rure ),
Meather tmale tarsus see nor any of the conchbion varables were
statistically clearly related w the probability of carc as Cils over-

wure

vare o the broncds with one oh

lapped with zero (Fleure da). Similarly, brood manpulations had no
rlear efiter an female probabilite of cares "The analyais sithoot the

° rJ -
w1
=
=
:
B -

ooy B

z
£

Full term car

Thesertion

Parcntal care siratcgy

Tigure 2
Wrparond it ive s

A and bireeding tine T ol desering and locally reamating |

133

rreanipulaied Twoceds died o chiame the resolls qualiaively daa and

ressnlls e available o Gl |]J= seee ] bata e ilaliilil ¥ il.‘-]|r‘l1|t‘n|::.

Termination of care and chick mortality

T 35 (26.7%) broods, the fenale wernmaded care on the day a
chick dicd (Figures 4 and 3 'T'he eonditional logistic regressinn
el showed a clear association berween chick mortality: and
[ernale terrommation ol care (=0 TLHHL Clo-ocmmenee ol deser-
rion and chick maortality was influenced by the prezent hoood size
al lermmnaton of cares When o brood had one chick neary all

fernales deseried before tal chick died o Dedged (co-ocourence
for broods with onc chick: 14.
were few co-occurrences of chick death and teemination of care,
However, co-ncenrrence heeame statistically clear in broods with
e than one chick at the tme ol termination of care oo chicks:
Y, P L0 three chickes: 5207
I:hi('kﬁ: 1‘{]“4':'«, TH» |fJ \'illUQ‘ o= T]I()(lﬂl (I'H] il {'i}m-t'rgr. F"I'II(:“ EI“ (']Iii'l\
dewth events cotneided with for aller] female desertion, Fuoe 6],
Fesuncimy the analvsts Lo mclude only those broods tat were de-
serted (Lo exelacding ane chick broacs where deserrion and mors-

L P - 049 meaning that there

e 0L mwerees Thar theee

talicy cannot co-acour by definition) resulted similar co-occurrence
bBebvesers Ternale care levnimaion and ohack nchr'iu]il}- [Ql‘-.{l@i;, P
=L

DISCUSSION

How do parents decide whether Lo conlinue vare or desert therr
offspring? Chir analvsis of female beood care in Snowy Plovers st
I s the necds, value, and suryi
prospecis ol thetr ollipring while they provide care " This ability i

s that frmales constantly ass

1one abont whether or nol

a precondition T an adapiive de

contimue care. Deserting and re-tnating Snowy Plovers alterpl w

I
.
A0
-
_E :
= it
g
t; -
[=h
ke
i L]
il
_.—.‘_
1hesertion Full term eare

Parcnal eare stratrgy

A9 annl Tull-terro caring | 3] Bnonwy Plaver Temnales an Ceata,
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Figure 3
Prestivioms ol the gpobabality o lemde care in 262 Swewy Plover broads al Ceatawhenall oter peesbicims aee kepal the snean. (i) Sormmars ol all il
predictore. Simna_fanale and Soma_wer are random effees, Thars represenr means, thick lines seandard deviarions and thin lnes are the 85% credibility

intervals [Crls). Black svmbals indicace no Crl overlap with zero, for grev svmbols Crls overlap with zero. (boe.di Dietails for freed effects with a statistcally

clear impact on the probabilicy of female carce: hatching date srandardized o the annual mean) (h), present brood size ic), and brood age
ltses veler o mean estmates and dutled hnes represent e Crls il o), cireles vepresent die mean and contimuows lines represent Crls

Conrinuous
1 Tur c]iu'ily, W

ploted the predicted values for discrete obzerved present brood size categories whereas the statistical model was run on soalec values,

maximize their reproductive sucecss by rapid divorce afier hatching
as dhvoreed Temales prodduee a Tngher nomber ol Tachlings than
(alirnnbieke el 2010

conlned Ll desertion does nol necessarl

lermales that retain their ma Yol we

irinslate o produ-

ciny e ledglings [Cruze-Lopes el al, 2007, Our Dodings sugest
that Hll term care providing fomales reach a similar reprocoetive
success measured as number of Hedglings) as deserting and locally
vemniating lenales bul msignibeantly shorter e Moreovers, oeea-
sicmally, caring temales will sl have enongh rime left t estahilish
aonew cluch and may henee merease e reproductve success
lurtber. The low mumber ol locally re-uating Females with suc-
cessfully hatched chicks (A~ 9] suggests that many descrting fe-

males disperse further to find new partners. However, it also shows
thar chick sumvival i generally lowe Same of the dispersing females
may reach higher reproductive success than locally re-mating fe-
wales Talnnubacke ev al [Hiwever, the breeding wme
of dispersers musl be even higher an thal of canng or lecally
re-mating females as some females disperse o grear distances,

therefore, breeding dispersal must take up further dme (Stenzcl
etal, 195 O the acher hand, our resules show that provicling fll

term carc Is not a commen strategy of the females: we recorded

anilv

sin fernades staying ool dedsing, whe
2 gig

a (e T oty

ol Temales deserted Tulore. In B site: ol the low nomibers, oo anal-
¥

yals shows e polenlals of e tvo sirategies and Wustrates that
re-tialing does nol necessarily provide advanlages w lemales i
chose this strateoy

When analvaing variables associated with the length of female
eare, wee lound Both statie ane dynarme predictors thal related G0
the prohability that females will cantinne care. The dynamie mind-
eling approach alliwed us o analyee the comsegquences of clanges
i Lhese prediclors oo mdnadual decssions of Jemales, Our study
identificd three cither statie or dynamic predictors for the length

of female care. First, the hatching date of a brood was posiively
agsaciated with the length of female heoad care. I early hranods,
females carec for a shorter time and deserted the hroods faster
than i late broods, This s constsent with desertion for sequential
polygunny and has alse been observed 0 many other plover popu-
lations Warriner ot al. 1986; Székely and Willlams 1994; Amat
cral 19948 Seékely and Cuthill 2000; Kesztalanyl et al. 2004,
Fe-mating apportunities decrease with every day so fast desertion
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will maximize the repraductive potential of sarly bresding temales
whereas late hreeding fremales may e hetter off providing rare.
.l'.lt‘[:II'II(]. e I:IIJH(l |.|'I;1| ”I{‘ IH".‘\I'.'IH ]J'I'l'}l.'lll \';/t' ]1}](' dan l!”;'{'| on

iale care. Pernales were le

the probalnlite ol e s lkely ter slay

when brood stze decreased durmy the brood care peried. This
s that for females e value of the broed 15 nou aed and

d size anddor the breeding scason

determined b initial by

the hrood care period. Theretore, Snowy Plover fomales avoicd the
“ = 1976 Armestong and

‘oncarde fallacy™ [Dawkins and Clarl

45

05 Do lemade
care

ot ol broods

i

8

o

cilely and Cothall 20000 but vather 3 assessed egulardy over

Aller desertisn

435

|08

088 Ackerman et al. 200
White 20061, "That survival prospeers ol the braad, particolary

lohertsnn

: Magalhies and Cenflrey

chick rlle'I'rJ”I)': t-.11|'-|T||:1|I'|:. allected the Tonale's deci<ion whether

Ly combinme or tertnitiale care 15 shown by the close temnpmal as

cration belween ek mortality and deserton, The co-occurrence

ol click mortality and desertion was much sironger than expected
by chance, Chick death seemed o be an important trigger for fe-
mitles o erminate: brood care albeil our dava did not allow s (o
firmly determine whether the mortalice necessarily preceded de-
sertion. Instead some females mayv already descrt the brood of

Ll of carc
Borowad Ll v

Desertion

=]

i

Figure 4

I

Cla-acrneenee interval [davs)

15 20 N

Co-occurrence of chick mortality and female care termination in 165 Snowy PMlover broods with known dates of chicl death or fledging. The diagram shows

the inerval Between the moewl recent chick death sl Temnale ermitation ol e wil

i bresneds, Wlestalivy ancd cave wermitition coincide on thie samme day

when the co-oceurrence inlerval s zemo. Negative values reler o mortalily while the Ganele sill cared (dark bluel, Toate values reler 1o cases when chack

sl Teappened alier the Temale bad deseried (gl Blue),

0 .
T Adier female cure

1 [days)

urviva

Chick s

1] a 1]

ol

L

End of care

® Broond Enlure
® Desertion

® [ull term care

Chick fate
& Plelgedd
8 Died

F N

During female

Care

End of female care

TFigure §

Clhick sorvival o the Tt day ol Twond gzare incvelation by Tengetb ol eomede care oo 170 Snawy Plover braods with know ke e

ek et o T i,

Cinly e chick per broad, whose fate was most closely associated with the cnd of female care, is plotred. Tlar sizes refer o nimber of hroads. Coordinate

007 tnciczates thee day el helebing and Tenee e st ol Beaoade browsd cave. The diagomal Toe indivales comoconrrence ol chick Tae fdied o edg

[ caned

female care cermination on the same day Telow the diagonal arc breods in which the female continued v care after one chick had died, above the diazonal

are broods whers the fenale deserted belore the st chick bacd died.
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End of female care (days)

Figure b

Chick survival from the first dav of brood care and length of female care according to present brood size for 170 Snavey Flover broods, for which the date

[or mertality Jor Qedging was exacly known, For each brood, only e chick whoee Goe was most closely associted witl Uie end of Feoade care is plotied.

Dot siwes vele to nornber of broecds. Covadingate 0.0 dncheate the day ol Tatebing amd enee the sbart ol Ternale Taoen] care The diaga Tne nehcales

co-ocourrence of chick lale and Jemale care wrminebion eo e saoe dev Below e disgonal are broods where e Fmale contnued o cars aller one chick
had dierd, abeve the diagonal are bronds where the temale deserted before the tivst chick died. Preseor brond size refers to the nmmber of chicks thr the day

the female ended care, which may differ from the nital brood size.

cme chick is in bad condition due oosickness or stareation aned.
therelore, lkely w die reganrdless of Female care. We Tound that [or
Birods with tws o miore chiacks the co-oceurrence of fenale cane
termunation anc chick mortality was particularly high. Ar the s:ame
tire, nearly all broods with one chick were deserted by te Gemale
betoore the chick had dicd or fedged. This sngeesess thar nne-chick
broods do not have enough reproductive value for the female to
bl iy ;]'II(] e,

I v, we fonne that the probabilioe of female care changed with
brood awe, Snowy Plover chicks ave most vulnerable during e Qs
Colweell el al. 2007)
fell inta this periad. We abserved an nitial decline o the proba-

3 ddays ol then Bves (Ch arud thie peak ol desertion

bty o care unbil the age of 4 davs, This 15 consistent with our
cxpectations bascd on the necds of the brood, As chicks grow older,
they improve their thermoregulation and requure less brooding, ene
ol the most time consuming care behaviors (Székelv and Cithill,

2001 Henee, the presence of the scoond carer breomes less impor-
Lanl. Taterestingly, alier the age o 9 days, the relanonship chanwed

arnl he [n‘u] salniliny Lo conitn

by care |.”l "“HF"T{] ||Yl|i| ”r(]_g‘itl_g‘. I”
pricovial species such s the Snowy Plover, chick surval typically
mereasies with age [Colwell ol al, 2007, Crue-Lopes et al, 2007, Tor
frmales that already carcd for an extended period, care continua-

tion may also be the best epuion as the value of the curvent brood is
high. rrpecially at the cnd of the seazson when the resmaring oppors
e Jh, Seckely and Chathill 20007,

Simnilar e olher siocdies

wnities are low

L tesither prarenl condition nor male st
wWals \'lr.n']y i]\'h'ﬂ"i'r”(‘l] “"il}l |]|¢‘. ](‘Tl_‘il]l 'J[. |.‘“f'||-"]|.c' ATlTe I:l rae 3 ']\ ;‘Ill(l
Willianes 19953; At et al, T8990, Aanat et al 20000, As desertion
rates declined with season, deserion does nol seen W be a response

o energy depletion as in ather species (Gratto- Trevie 10912 Ozormn
199% Currie o al. 2000 Chick condition ar harching hasd no clear
ellect an the length ol Tenale care etther, ¥el, the sumlicant co-oe
carreTeee (Il. (]“.Fl‘”i(]” -"J'IT(] I:hi(:]\ ol 'r]|i| ! \'Ilggl'.ﬁ'l l.ll'r“ |.(‘f'| I}]]t'h Aare
sengilive W ochanges nchick condigon ever the broed care poeriod,
Parenal brood care e plovers weinly conststs of thermoregula-
tion, warning chicks of precators and defending them from attacks
of competitors (Carmona-Lunza o al. 2007 However, chick survival
is alan arrongly dependent on the availabiline of high qoalice habica
with invertehrate food, which declines over the season [Kosealanyi
el al. 20006; dos Remnenhaos et al 200 5% Croe-ligses e al. 20071 Inoa
sl K:‘ll}]ilil' ml\'il'mlrll(“rll ]Jl}l.‘\li[: Ll R .lk".}l;'l\"illl' |.||;’|| Il I."{J\\"' |hl.‘ "h?]ll_‘-_r-lnl!-:
vitlue and needs of Uienr brood can be boghly acvanlageous, In Snoal
Kites Rstrfiemmy swebalis, [or exanple, one parent lends w desert the
brood ance a single parcat can carc for the chicks alone, In this system
chick survival is generally low; thercfore, parents oo not compromise
allspring survival b desertion. Rather desertion happens onee the
nececls of the bracd reached the “monoparcaal threshald” cither due
(L8] ]}l'{KH] i;—'ﬁ" |Y‘.‘(||H'|;l MO ey il(]\"rl".l'l‘(] ]|'|\I€J|] .]g!'. |1I"It'i!"1;l'g!'l' .{Jal-l‘
19000, I arher studies the vale of beoocs haz been shown o be im-
portant for desertion, Tensde ducks lended to desert hew clulches
omces the nonnber of depredated eas veachied a0 cerlam progartion
Avckerman el all 2003, Chr resalis e thiat Jewr THATTY ."'m-:va
Dower Cenales innthis population desertion oy ave o different mo-

tves: 1) merease Uie reproductive suceess Umougly sequenizal polveany
ar 2 make the best of a bad job. Both scenarios are represcnced by
distinet clusters 1 Figure 5. Larly brocding females may utilize the
o] cnvirnnmenral eoncitions and desert o inercase their reprocde-
tive aucerss by producing a second clitch quickly sithont jeepardizing
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e survival of the deserted brood [Osorno 10 Sinular 1w the
LSS |!J"l):. 1 i

brovd 1 Doty winle the needs for care are Jow, By contrast, o make

:LIIIH'II')]MJ'I“TH.'I] |l||"!-"|1(|‘|||-‘. |H( ||N.‘ i}l. |l||' vurrenl
the Daest of a1 |»J||jcrh, ferriaales desert when ”Il‘i'l'[]'rl.'l'ﬂ!Tll'rll el canmnl
prevent chick mortalite This is the main reason for desection mour
populaton where chick swvival decreases with season (Crwe-Liopes
et al. 20171 Chick starvation and flooding, which arc the main threats

fow olEprang Galure e Cleuts popalation (Croe-Lopes oL al, 2007,
Plaschlke: eroal 2009, vannar be mitigatec by the parenats, After the
death of one or more chicks the value of the brood will beeome too
loww for the female to continne care =imilar o the “vale threshold ™
31 Althongh the needs of the brood are sl high,

el |n_t the Temale. H)' voridrasl, comdanned care s

Ackerman ot al. 2
Ihl"_f Amarmil ]]C‘ [U”
anly cxpocted when both the needs and the valoe of the ood ane
IIiF_j’]l: |}||'J| i\', Ih\'. 'I'{‘."\H]I i”g ]Ji]?i‘l“"lll'rl.] e |.||” 5 |] 1w ﬂr];ll'l:l'llg T |\', |€I s
example, theough peotedction.

In concluston, e exammation of higheresolution real-ume dala
with s dynanic modeling approach vesealed muliiple hidden Bices
of the decison-making process ol a species with o loshly plasie pa-
renttal cure behavion Our study demonsteates han or Snowy Plover
females the decision over care or descrion s dynamically changing
and responeds o both te current needs andd the value of the ofl-
spring, adjusted o the scasonally changing mating opportunitics.
Dieserting females represent a heterogencous group. They include
same auceessfinl females that pursie prlyandrons matings o moal-
tiply thelr reproductive suceess. Yot most deserting females use se-
guential polvandry as a plan 1§ o compensate for low chick survival
in their coeeent Brooc, Chure dynamic modeling approach allosecd us
oy g nowel msaghl e the variely ol plaste parenial care sbeal-

cirs. The ohserved high hehavioral plasticioy may enable fomales

tor moasamie Their reproductive suceess i lnghly Toeosding envr-
arnnents (hrough maltiple adapiive vepraductive sieategies, which

dheserves lurther mvestgation.
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