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m o c k i n g b i r d s i n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s (Mimus) i n r e l a t i o n t o t h e l i m i t e d 

i s l a n d a r e a , f r o m t h e p e r s p e c t i v e o f t w o t y p e s o f i m m u n e g e n e s a n d t h e 

g e n o m e - w i d e a p p r o a c h . T h e t h e s i s s t a r t s w i t h a n i n t r o d u c t i o n t o 

p o p u l a t i o n g e n e t i c c o n c e p t s r e l e v a n t t o c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s f o l l o w e d b y 
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( M H C ) a n d t h e T o l l - l i k e r e c e p t o r s ( T L R ) . I n t h e f i n a l p a r t o f t h e 

i n t r o d u c t i o n , I a d d r e s s h o w g e n e t i c d r i f t , s e l e c t i o n a n d i n b r e e d i n g s h a p e 

g e n o m e - w i d e g e n e t i c p a t t e r n s i n s m a l l p o p u l a t i o n s . T h e i n t r o d u c t i o n i s 

f o l l o w e d b y f o u r c h a p t e r s , b e g i n n i n g w i t h a n e x a m i n a t i o n o f M H C I i p 

p o l y m o r p h i s m i n p o p u l a t i o n s o f m o c k i n g b i r d s i n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s . 

T h e s t u d y o f t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n M H C I I ( 3 a n d t h e a b u n d a n c e o f 

e c t o p a r a s i t e s i s t h e c o n t e n t o f t h e s e c o n d c h a p t e r . T h e t h i r d c h a p t e r s h o w s 

h o w p o l y m o r p h i s m o f T L R s i s s h a p e d b y i n t e r a c t i o n o f g e n e t i c d r i f t a n d 

n a t u r a l s e l e c t i o n . T h e l a s t c h a p t e r d e a l s w i t h t h e e f f e c t s o f l i m i t e d i s l a n d 

s i z e o n i n b r e e d i n g a n d g e n e t i c l o a d , s u p p o r t e d b y i n f e r e n c e s o f t h e p a s t 

d e m o g r a p h y o f m o c k i n g b i r d s . T h e t h e s i s c o n c l u d e s w i t h a s u m m a r y o f 

t h e r e s u l t s a n d t h e i r p o t e n t i a l i m p l i c a t i o n s i n t h e f i e l d o f c o n s e r v a t i o n 

g e n e t i c s . 
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I n t r o d u c t i o n 

Conservation genetics 

T h e d e c l i n e i n a b u n d a n c e o f m a n y w i l d l i f e s p e c i e s i s a c o m m o n f e a t u r e 

o f c u r r e n t e c o s y s t e m c h a n g e , t e r m e d ' A n t h r o p o c e n e d e f a u n a t i o n ' 

( B a r n o s k y e t a l . 2 0 1 1 , D i r z o e t a l . 2 0 1 4 , L i e t a l . 2 0 1 6 , C e b a l l o s e t a l . 

2 0 1 7 , S a n c h e z - b a y o & W y c k h u y s 2 0 1 9 , C e b a l l o s e t a l . 2 0 2 0 , C e b a l l o s e t 

a l . 2 0 1 7 ) . H a b i t a t l o s s a n d f r a g m e n t a t i o n a s s o c i a t e d w i t h h u m a n 

e x p a n s i o n a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e d e c l i n e ( A g u i l a r e t a l . 2 0 0 6 , M a x w e l l e t 

a l . 2 0 1 6 ) . O v e r e x p l o i t a t i o n , i n v a s i v e s p e c i e s , a s w e l l a s g l o b a l c l i m a t e 

c h a n g e , a r e f u r t h e r t r i g g e r s f o r p o p u l a t i o n d e c l i n e . ( M a x w e l l e t a l . 2 0 1 6 ) . 

I m p o r t a n t l y , f r a g m e n t a t i o n a n d r e d u c t i o n s i n p o p u l a t i o n s i z e e n t a i l 

s e c o n d - o r d e r g e n e t i c a n d d e m o g r a p h i c p r o c e s s e s t h a t h a v e t h e p o t e n t i a l 

t o f u r t h e r d e s t a b i l i s e p o p u l a t i o n s ( L a n d e e t a l . 2 0 0 3 , A l l e n d o r f e t a l . 

2 0 1 3 ) . L o s s o f g e n e t i c d i v e r s i t y a n d i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a r e i n e v i t a b l e 

c o n s e q u e n c e s o f A n t h r o p o c e n e d e f a u n a t i o n ( L i e t a l . 2 0 1 6 , S c h l a e p f e r e t 

a l . 2 0 1 8 , L e i g h e t a l . 2 0 1 9 ) . T h e r e i s s t r o n g e v i d e n c e t h a t t h e s e g e n e t i c 

f a c t o r s i n f l u e n c e t h e r e s i l i e n c e o f s m a l l p o p u l a t i o n s ( S p i e l m a n e t a l . 

2 0 0 4 , W i l l i e t a l . 2 0 0 6 ) . A t h o r o u g h u n d e r s t a n d i n g a n d a p p r e c i a t i o n o f 

t h e s e f a c t o r s c a n c o n t r i b u t e t o e f f e c t i v e c o n s e r v a t i o n m a n a g e m e n t 

( C r a n d a l l e t a l . 2 0 0 0 , F r a n k h a m e t a l . 2 0 1 4 , W i l l i e t a l . 2 0 2 2 , H o h e n l o h e 

e t a l . 2 0 2 0 ) , w i t h t h e u l t i m a t e a i m t o m i t i g a t e t h e i m p a c t s o f h u m a n 

e x p a n s i o n o n b i o d i v e r s i t y . U n d e r s t a n d i n g t h e s e g e n e t i c f a c t o r s a n d 

a p p l y i n g g e n e t i c m e t h o d s t o c o n s e r v a t i o n n e e d s i s t h e e s s e n c e o f t h e f i e l d 

o f c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s . S t u d y i n g t h e s i z e - l i m i t e d p o p u l a t i o n s o f 

m o c k i n g b i r d s t h a t h a v e s u r v i v e d f o r t h o u s a n d s o f y e a r s i n t h e G a l a p a g o s 

I s l a n d s c a n p r o v i d e a v a l u a b l e p e r s p e c t i v e i n t h i s r e g a r d . 

R e d u c i n g p o p u l a t i o n s i z e m a k e s a p o p u l a t i o n m o r e v u l n e r a b l e t o 

e x t i n c t i o n d u e t o a n u m b e r o f f a c t o r s . T h e d e c r e a s e i n p o p u l a t i o n s i z e i s 

a s s o c i a t e d w i t h a n i n c r e a s e i n d e m o g r a p h i c s t o c h a s t i c i t y , d e f i n e d a s t h e 

v a r i a b i l i t y i n p o p u l a t i o n g r o w t h r a t e d u e t o r a n d o m s a m p l i n g o f b i r t h s 

a n d d e a t h s i n a p o p u l a t i o n o f f i n i t e s i z e ( L a n d e e t a l . 2 0 0 3 ) . A n i n c r e a s e 

3 



I n t r o d u c t i o n 

i n d e m o g r a p h i c s t o c h a s t i c i t y l e a d s t o a d e c r e a s e i n t h e g r o w t h r a t e ( e . g . 

d u e t o a n u n e q u a l s e x r a t i o o f o f f s p r i n g ) a n d a f u r t h e r d e c r e a s e i n 

p o p u l a t i o n s i z e . S i m i l a r l y , s m a l l p o p u l a t i o n s a r e m o r e v u l n e r a b l e t o 

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s ( e n v i r o n m e n t a l s t o c h a s t i c i t y ) s u c h a s n a t u r a l 

d i s a s t e r s , c l i m a t e c h a n g e o r t h e i n t r o d u c t i o n o f i n v a s i v e s p e c i e s , s i m p l y 

b e c a u s e t h e y a r e s m a l l e r a n d t h e r e f o r e h a v e a s m a l l e r r a n g e o r l e s s 

p h e n o t y p i c v a r i a b i l i t y t o e i t h e r r u n a w a y o r a d a p t . T h e e x t i n c t i o n o f 

s e v e r a l s p e c i e s o f h o n e y c r e e p e r s ( D r e p a n i d a e ) f o l l o w i n g t h e i n t r o d u c t i o n 

o f m a l a r i a t o t h e H a w a i i a n I s l a n d s ( S c o t t e t a l . 2 0 0 1 ) o r t h e e x t i n c t i o n o f 

t h e L y a l l ' s W r e n (Traversia lyalli) d u e t o a l i g h t h o u s e k e e p e r ' s c a t s 

( G a l b r e a t h & B r o w n 2 0 0 4 ) a r e i l l u s t r a t i v e e x a m p l e s o f s u c h v u l n e r a b i l i t y . 

T h e A l l e e e f f e c t i s a n o t h e r f a c t o r t h a t r e d u c e s t h e a v e r a g e f i t n e s s o f a n 

i n d i v i d u a l d u e t o t h e r e d u c t i o n o f p o p u l a t i o n s i z e ( S t e p h e n s e t a l . 1 9 9 9 ) . 

T h e r e a r e s e v e r a l e c o l o g i c a l m e c h a n i s m s o f t h e A l l e e e f f e c t , s u c h a s m a t e 

l i m i t a t i o n o r d e g r a d a t i o n o f t h e c o o p e r a t i o n i n g r o u p a n i m a l s ( K r a m e r e t 

a l . 2 0 0 9 ) . F i n a l l y , t h e r e a r e g e n e t i c f a c t o r s t h a t m a k e s m a l l p o p u l a t i o n s 

m o r e v u l n e r a b l e ( A l l e n d o r f e t a l . 2 0 1 3 ) . T h e s e f a c t o r s a r e s o m e t i m e s 

c o n s i d e r e d a s a n a l t e r n a t i v e m e c h a n i s m o f t h e A l l e e e f f e c t i n a b r o a d e r 

s e n s e ( W i l l i e t a l . 2 0 0 5 , L u q u e e t a l . 2 0 1 6 ) . I m p o r t a n t l y , t h e s y n e r g i s t i c 

i n t e r a c t i o n o f t h e s e f a c t o r s i n a s m a l l p o p u l a t i o n c a n r e d u c e i t s v i a b i l i t y , 

f u r t h e r r e d u c i n g i t s s i z e , w h i c h i n t u r n a m p l i f i e s t h e e f f e c t s o f t h e s e 

f a c t o r s i n a l e t h a l f e e d b a c k l o o p c a l l e d t h e e x t i n c t i o n v o r t e x ( G i l p i n & 

S o u l e 1 9 8 6 ) . 

G e n e t i c f a c t o r s w e r e f i r s t c o n s i d e r e d i n c o n s e r v a t i o n b i o l o g y i n t h e 

1 9 7 0 s . U n d e r s t a n d i n g o f t h e s e f a c t o r s h a s a d v a n c e d r a p i d l y i n t h e f i r s t 

t w o d e c a d e s o f t h e 2 1 s t c e n t u r y ( W i l l i e t a l . 2 0 2 2 ) , a l o n g w i t h t h e r a p i d 

d e v e l o p m e n t o f m o d e r n e v o l u t i o n a r y s y n t h e s i s ( P r o v i n e 2 0 0 1 ) a n d 

d e o x y r i b o n u c l e i c a c i d ( D N A ) s e q u e n c i n g ( P a d m a n a b h a n e t a l . 1 9 7 4 ) . 

T h e r e a r e s e v e r a l a s p e c t s o f h o w s m a l l p o p u l a t i o n s i z e a f f e c t s 

m i c r o e v o l u t i o n a r y f o r c e s , w h i c h i n t u r n a f f e c t a l l e l e o r g e n o t y p e 

f r e q u e n c i e s , w h i c h t h e n c o n d i t i o n p h e n o t y p e a n d p o p u l a t i o n v i a b i l i t y . 

G e n e t i c d i v e r s i t y a s a s u m m a r y o f d i f f e r e n c e s i n D N A m o l e c u l e s 
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b e t w e e n i n d i v i d u a l s w a s t h e f i r s t i m p o r t a n t a s p e c t t o b e c o n s i d e r e d a s a n 

e v o l u t i o n a r y ( a n d a l s o i n d u s t r i a l a n d a g r i c u l t u r a l ) r e s o u r c e ( F r a n k e l 

1 9 7 4 ) . A p a r t f r o m t h i s c r u d e a s p e c t o f g e n e t i c d i v e r s i t y a s a r a w m a t e r i a l 

f o r e v o l u t i o n , i t i s a n o v e r a r c h i n g v a l u e t h a t r e f l e c t s t h e i n t e r p l a y o f 

m i c r o e v o l u t i o n a r y f o r c e s w i t h i n p o p u l a t i o n s . T h e r e f o r e , g e n e t i c d i v e r s i t y 

i s c o n s i d e r e d a v a l u a b l e s e g m e n t o f b i o l o g i c a l d i v e r s i t y t h a t r e q u i r e s t h e 

a t t e n t i o n o f c o n s e r v a t i o n e f f o r t s ( M c N e e l y e t a l 1 9 9 0 , H o b a n e t a l . 2 0 2 2 ) . 

G e n e t i c d i v e r s i t y p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n c o n s e r v a t i o n a n d p o p u l a t i o n 

g e n e t i c s . I t w a s t h e d i s c o v e r y o f a n u n e x p e c t e d l e v e l o f g e n e t i c d i v e r s i t y 

( L e w o n t i n & H u b b y 1 9 6 6 , H a r r i s 1 9 6 6 ) t h a t p r o v i d e d t h e i m p e t u s f o r t h e 

d e v e l o p m e n t o f t h e n e a r l y n e u t r a l t h e o r y o f m o l e c u l a r e v o l u t i o n ( K i m u r a 

1 9 8 3 , C h a r l e s w o r t h e t a l . 2 0 1 6 ) . 

M o l e c u l a r g e n e t i c d i v e r s i t y i s d e t e r m i n e d b y t h e r a t e s o f D N A m u t a t i o n , 

g e n e t i c d r i f t , s e l e c t i o n , a n d g e n e f l o w ( G r a u r & L i 2 0 0 0 , E l l e g r e n & 

G a l t i e r 2 0 1 0 ) . E r r o r s i n t h e p a s s i n g o f D N A b e t w e e n g e n e r a t i o n s 

( m u t a t i o n s ) a r e t h e o n l y d e f i n i t i v e s o u r c e o f g e n e t i c d i v e r s i t y ( N e i 2 0 1 4 ) . 

S e v e r a l d i f f e r e n t t y p e s o f m u t a t i o n s a r e r e c o g n i s e d , u s u a l l y c a t e g o r i s e d 

b y t h e i r s i z e . O n o n e s i d e , t h e r e a r e l a r g e - s c a l e m u t a t i o n s t h a t a f f e c t e n t i r e 

c h r o m o s o m e s , s u c h a s d u p l i c a t i o n , f o l l o w e d b y s h o r t e r i n v e r s i o n s , 

i n s e r t i o n s , a n d d e l e t i o n s o f D N A f r a g m e n t s ( G r a u r & L i 2 0 0 0 ) . O n t h e 

o t h e r s i d e o f t h i s s p e c t r u m a r e t h e s u b s t i t u t i o n s o r d e l e t i o n s o f s i n g l e 

m o l e c u l a r u n i t s o f D N A , t h e n u c l e o t i d e s . N u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n s a r e o n e 

o f t h e m o s t c o m m o n l y s t u d i e d t y p e s o f m u t a t i o n s ( G r a u r & L i 2 0 0 0 , 

N i e l s e n e t a l . 2 0 1 2 ) . I n t h i s c o n t e x t , g e n e t i c d i v e r s i t y i s i n c r e a s e d b y t h e 

e m e r g e n c e o f m u t a t i o n s ( n e w a l l e l e s ) i n a p o p u l a t i o n . T h e r e s u l t i n g 

m o l e c u l a r d i f f e r e n c e s a r e r e f e r r e d t o a s s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s 

( S N P s ) ( S h e r r y e t a l . 1 9 9 9 ) . W h i l e n e w m u t a t i o n s i n c r e a s e g e n e t i c 

d i v e r s i t y , t h e f i x a t i o n a n d l o s s o f t h e a l l e l e s i s a p r o c e s s t h a t r e d u c e s 

g e n e t i c d i v e r s i t y . 

A l l e l e s a t n e u t r a l s i t e s , d e f i n e d a s s i t e s w i t h n e g l i g i b l e p h e n o t y p i c e f f e c t s , 
a r e r a n d o m l y l o s t i n t i m e m a i n l y t h r o u g h g e n e t i c d r i f t ( C h a r l e s w o r t h 
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2 0 0 9 ) . T h i s i s a n i m p o r t a n t c o n c e p t , r e p r e s e n t i n g a p r o c e s s o f f l u c t u a t i o n 

i n a l l e l e f r e q u e n c i e s d u e t o r a n d o m s a m p l i n g i n p o p u l a t i o n s o f l i m i t e d 

s i z e ( W r i g h t 1 9 3 1 , C h a r l e s w o r t h 2 0 0 9 , M a s e l 2 0 1 1 ) . I n a n i d e a l i s e d 

W r i g h t - F i s h e r p o p u l a t i o n w h e r e a l l i n d i v i d u a l s c o n t r i b u t e e q u a l l y t o 

r e p r o d u c t i o n , t h e m a g n i t u d e o f g e n e t i c d r i f t i s i n v e r s e l y p r o p o r t i o n a l t o 

t h e p o p u l a t i o n s i z e ( N ) ( C r o w & K i m u r a 1 9 7 0 ) . S m a l l e r p o p u l a t i o n s 

t h e r e f o r e e x h i b i t g r e a t e r g e n e t i c d r i f t , m o r e r a p i d a l l e l i c f l u c t u a t i o n s , 

h i g h e r f i x a t i o n r a t e s , a n d c o n s e q u e n t l y l o w e r d i v e r s i t y . D r i f t r e d u c e s 
i 

h e t e r o z y g o s i t y b y p e r g e n e r a t i o n , w h i c h w a s a l r e a d y d e s c r i b e d b y 

M e n d e l ( 1 8 6 5 ) , a l t h o u g h t h e t e r m d r i f t w a s i n t r o d u c e d o n l y l a t e r b y 

W r i g h t ( 1 9 3 1 ) . I f o n e c o n s i d e r s o n l y t h e m u t a t i o n r a t e ( p . ) a s t h e i n p u t a n d 

g e n e t i c d r i f t a s t h e s i n k , t h e n t h e g e n e t i c d i v e r s i t y o f n u c l e o t i d e s r e s u l t i n g 

f r o m t h e b a l a n c e b e t w e e n t h e s e t w o f o r c e s i s m a t h e m a t i c a l l y d e s c r i b e d a s 

4 i V [ i ( E w e n s 1 9 7 2 ) , w h i c h i s c a l l e d p o p u l a t i o n s c a l e d m u t a t i o n r a t e ( 0 ) . 

S i m p l y p u t , i f o n e i m a g i n e s p o p u l a t i o n s o f d i f f e r e n t s i z e s w h o s e s i z e i s 

c o n s t a n t , w h o s e m u t a t i o n r a t e i s i d e n t i c a l , a n d i n w h i c h t h e r e i s n o g e n e 

f l o w , t h e n t h e d i f f e r e n c e s i n n e u t r a l d i v e r s i t y b e t w e e n t h e m a r e s o l e l y d u e 

t o t h e d i f f e r e n c e s i n t h e i r p o p u l a t i o n s i z e . 

H o w e v e r , p o p u l a t i o n s i z e i s r a r e l y s t a b l e i n r e a l p o p u l a t i o n s , a n d t h e 

o t h e r W r i g h t - F i s h e r a s s u m p t i o n s a r e a l s o r a r e l y s a t i s f i e d ( C h a r l e s w o r t h 

2 0 0 9 ) . F o r e x a m p l e , t h e p o p u l a t i o n m a y e x p e r i e n c e a c y c l i c a l c h a n g e i n 

s i z e , a s i s t h e c a s e w i t h s m a l l r o d e n t s ( A n d r e a s s e n e t a l . 2 0 2 1 ) , o r i t m a y 

e x p e r i e n c e a l a r g e r e d u c t i o n f o r a v a r i e t y o f d e m o g r a p h i c r e a s o n s , 

r e f e r r e d t o a s a b o t t l e n e c k ( N e i 2 0 0 5 ) . A n o t h e r v i o l a t i o n o f W r i g h t - F i s h e r 

a s s u m p t i o n s i s c a u s e d b y u n e q u a l r e p r o d u c t i v e s u c c e s s o f m a l e s a n d 

f e m a l e s ( J a n i c k e e t a l . 2 0 1 6 ) . A l l t h e s e f a c t o r s a m p l i f y t h e e f f e c t s o f 

g e n e t i c d r i f t b y r e d u c i n g t h e n u m b e r o f e f f e c t i v e l y r e p r o d u c i n g 

i n d i v i d u a l s . F o r t h i s r e a s o n , t h e c o n c e p t o f e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) 

w a s d e v e l o p e d e a r l y i n t h e h i s t o r y o f p o p u l a t i o n g e n e t i c s ( W r i g h t 1 9 3 1 ) . 

I t i s a q u a n t i t y t h a t r e f l e c t s t h e e x t e n t o f e v o l u t i o n a r y c h a n g e d u e t o d r i f t , 

r a t h e r t h a n a t e m p o r a r y c e n s u s s i z e . F o r r e a l p o p u l a t i o n s , t h e r e f o r e , i t i s 
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m o r e c o r r e c t t o s a y t h a t t h e i r g e n e t i c d i v e r s i t y s c a l e s w i t h N e , w h i c h i s 

o n e w a y t o a c c o u n t f o r t h e a s s u m p t i o n s o f t h e W r i g h t - F i s h e r m o d e l . I t i s 

w o r t h n o t i n g h e r e t h a t t h e g e n e t i c d i v e r s i t y o f p o p u l a t i o n s c a n b e 

i n d i c a t e d b y a d o z e n d i f f e r e n t m e t r i c s , s u c h a s h e t e r o z y g o s i t y a s t h e 

a v e r a g e f r e q u e n c y o f g e n o t y p e s w i t h t w o a l l e l e s i n t h e c a s e o f d i p l o i d 

p o p u l a t i o n s , a l l e l i c r i c h n e s s a s t h e a v e r a g e n u m b e r o f a l l e l e s n o r m a l i s e d 

b y s a m p l e s i z e ( F o u l l e y & O l l i v i e r 2 0 0 6 ) , t h e n u m b e r o f p o l y m o r p h i c 

s i t e s ( K ) o r a v e r a g e n u m b e r o f p a i r w i s e n u c l e o t i d e d i f f e r e n c e s i n a 

p o p u l a t i o n ( I T ) . E a c h m e a s u r e h a s a s l i g h t l y d i f f e r e n t r e s p o n s e t o 

d e m o g r a p h y o r N e i n g e n e r a l . F o r e x a m p l e , a b o t t l e n e c k w i l l r e d u c e 

a l l e l i c r i c h n e s s f a s t e r t h a n h e t e r o z y g o s i t y ( A l l e n d o r f 1 9 8 6 ) . S i m i l a r l o g i c 

i s b e h i n d t h e w i d e l y u s e d d e m o g r a p h i c i n d e x T a j i m a ' s D , w h i c h c o m p a r e s 

K a n d IT , a s t h e t w o d i f f e r e n t p e r s p e c t i v e s o n p o p u l a t i o n s c a l e d m u t a t i o n 

r a t e ( 0 ) ( T a j i m a 1 9 8 9 ) . 

W h i l e t h e e f f e c t o f g e n e t i c d r i f t s h a p e s d i v e r s i t y a t a l l g e n o m i c p o s i t i o n s , 

t h e e f f e c t s o f n a t u r a l s e l e c t i o n a r e i m p o r t a n t f o r c o d i n g a n d r e g u l a t o r y 

g e n o m i c r e g i o n s ( N i e l s e n 2 0 0 5 , C r a i g e t a l . 2 0 1 8 ) . C o d i n g r e g i o n s ( C D S ) 

c o n t a i n t h e h e r i t a b l e i n f o r m a t i o n s t o r e d i n D N A t h a t i s a c t u a l l y t r a n s l a t e d 

i n t o a p h e n o t y p i c t r a i t t h r o u g h t r a n s c r i p t i o n a n d t r a n s l a t i o n ( C r i c k 1 9 5 8 , 

G r a u r & L i 2 0 0 0 ) . N a t u r a l s e l e c t i o n c a u s e s d i f f e r e n t i a l s u r v i v a l o r 

r e p r o d u c t i v e s u c c e s s o f i n d i v i d u a l s d u e t o v a r i a t i o n i n t h e s e p h e n o t y p i c 

t r a i t s ( D a r w i n 1 8 5 9 ) . T h e v a r i a n t o f a p h e n o t y p i c t r a i t t h a t i n c r e a s e s 

s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f a n i n d i v i d u a l i s a l s o m o r e l i k e l y t o b e p a s s e d 

o n t o t h e n e x t g e n e r a t i o n c o m p a r e d t o o t h e r v a r i a n t s . I n o t h e r w o r d s , t h e 

f r e q u e n c y o f t h e p h e n o t y p e a n d t h e u n d e r l y i n g g e n o t y p e o r a l l e l e s v a r i e s 

a c c o r d i n g t o t h e f i t n e s s t h e y c o n f e r . N a t u r a l s e l e c t i o n i s a k e y m e c h a n i s m 

o f e v o l u t i o n t h a t d r i v e s t h e c o n s t a n t a d a p t a t i o n t o t h e e v e r - c h a n g i n g 

c o n d i t i o n s o f l i f e o n E a r t h . 

T h e e f f e c t s o f n a t u r a l s e l e c t i o n o n g e n e t i c d i v e r s i t y d e p e n d o n t h e t y p e o f 

n a t u r a l s e l e c t i o n . I n m o s t c a s e s , s e l e c t i o n r e d u c e s d i v e r s i t y b y 

a c c e l e r a t i n g t h e f i x a t i o n o f a d v a n t a g e o u s a n d l o s s o f d i s a d v a n t a g e o u s 
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a l l e l e s , r e s p e c t i v e l y ( C r o w & K i m u r a 1 9 7 0 ) . T h e e f f e c t o f s e l e c t i o n o n 

t h e d i v e r s i t y o f C D S i s e v i d e n t w h e n c o m p a r i n g t h e g e n e t i c d i v e r s i t y o f 

t h e s i t e s w h e r e a n u c l e o t i d e c h a n g e d o e s n o t a l t e r a n a m i n o a c i d d u e t o 

c o d o n r e d u n d a n c y ( C r i c k 1 9 5 8 ) ( f o u r - f o l d d e g e n e r a t e s i t e s ) a n d t h e s i t e s 

w h e r e e a c h n u c l e o t i d e c h a n g e a l s o a l t e r s a n a m i n o a c i d ( z e r o - f o l d 

d e g e n e r a t e s i t e s ) . Z e r o - f o l d d i v e r s i t y i s g e n e r a l l y l o w e r t h a n f o u r - f o l d 

d i v e r s i t y ( C h e n e t a l . 2 0 1 7 ) . T h e r e d u c t i o n i n d i v e r s i t y i s m a i n l y d u e t o 

p u r i f y i n g s e l e c t i o n t h a t r e m o v e s d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s , a s t h i s c a t e g o r y o f 

m u t a t i o n s i s t h e m o s t c o m m o n ( E y r e - W a l k e r & K e i g h t l e y 2 0 0 7 ) . I n 

a d d i t i o n , a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f d i v e r s i t y i s a l s o r e m o v e d b y t h e 

i n t e r a c t i o n b e t w e e n p u r i f y i n g s e l e c t i o n a n d l i n k a g e d i s e q u i l i b r i u m , 

r e f e r r e d t o a s b a c k g r o u n d s e l e c t i o n ( C h a r l e s w o r t h e t a l . 1 9 9 3 , 

C h a r l e s w o r t h & C h a r l e s w o r t h 2 0 1 8 ) . I m p o r t a n t l y , t h e r e i s a l s o b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n t h a t m a i n t a i n s p o l y m o r p h i s m , e i t h e r t h r o u g h h e t e r o z y g o t e 

a d v a n t a g e o r f r e q u e n c y - d e p e n d e n t s e l e c t i o n ( G i l l e s p i e 1 9 9 1 ) . B a l a n c i n g 

s e l e c t i o n i s l e s s c o m m o n t h a n o t h e r t y p e s o f s e l e c t i o n ( A n d r e s e t a l . 

2 0 0 9 ) , a l t h o u g h i t w a s c o n s i d e r e d a n i m p o r t a n t f o r c e f o r m a i n t a i n i n g 

d i v e r s i t y i n a p o p u l a t i o n u n t i l t h e a d v e n t o f t h e n e u t r a l t h e o r y o f 

m o l e c u l a r e v o l u t i o n ( K i m u r a 1 9 8 3 ) . B a l a n c i n g s e l e c t i o n i s p a r t i c u l a r l y 

i m p o r t a n t f o r i m m u n e g e n e s ( A n d r e s e t a l . 2 0 0 9 ) , a n d t h u s I w i l l d i s c u s s 

t h i s t o p i c i n m o r e d e t a i l i n t h e f o l l o w i n g c h a p t e r o f t h e t h e s i s 

i n t r o d u c t i o n . 

G e n e f l o w o r m i g r a t i o n i s t h e l a s t m a j o r m i c r o e v o l u t i o n a r y f o r c e 

a f f e c t i n g g e n e t i c d i v e r s i t y i n a p o p u l a t i o n . T h i s p r o c e s s i s d i r e c t l y r e l a t e d 

t o t h e s u b d i v i s i o n o f p o p u l a t i o n s ( S l a t k i n 1 9 8 7 ) . N a t u r a l p o p u l a t i o n s a r e 

u s u a l l y n o t p a n m i c t i c , m e a n i n g t h a t m a t e f i n d i n g i s n o t c o m p l e t e l y 

r a n d o m w i t h r e s p e c t t o g e o g r a p h i c d i s t a n c e . M o r e o f t e n , p o p u l a t i o n s a r e 

s u b d i v i d e d i n t o l o c a l , s m a l l e r p a n m i c t i c u n i t s ( d e m e s ) . I n e x t r e m e c a s e s , 

d e m e s a r e w e l l - d e f i n e d a n d a l m o s t c o m p l e t e l y i s o l a t e d , f o r e x a m p l e , i n 

s p e c i e s w i t h l o w v a g i l i t y o n o c e a n i c i s l a n d s o r i n h i g h l y f r a g m e n t e d 

l a n d s c a p e s ( F r a n k h a m 1 9 9 7 , A g u i l a r e t a l . 2 0 0 6 ) . S u b d i v i s i o n o f 

p o p u l a t i o n s l e a d s t o a l a c k o f h e t e r o z y g o t e s ( i . e . , l o w e r d i v e r s i t y ) 
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c o m p a r e d t o H a r d y - W e i n b e r g e q u i l i b r i u m , w h i c h i s k n o w n a s t h e 

W a h l u n d e f f e c t ( A l l e n d o r f e t a l . 2 0 1 3 ) . S u b d i v i d e d d e m e s s h o w m o r e 

i n b r e e d i n g a n d g e n e t i c d r i f t c o m p a r e d t o a p a n m i c t i c p o p u l a t i o n 

c o n t a i n i n g t h e s a m e t o t a l n u m b e r o f i n d i v i d u a l s ( C h a r l e s w o r t h e t a l . 

2 0 0 3 ) . I n t h i s w a y , g e n e t i c d i v e r s i t y i s r e d u c e d a n d g e n e t i c d i f f e r e n t i a t i o n 

b e t w e e n d e m e s i n c r e a s e s ( W o o l f i t & B r o m h a m 2 0 0 5 ) . I n c o n t r a s t , g e n e 

f l o w ( i . e , m i g r a t i o n a n d g e n e t i c m i x i n g b e t w e e n d i f f e r e n t i a t e d d e m e s ) 

i n c r e a s e s h e t e r o z y g o s i t y a n d d a m p e n s d i f f e r e n t i a t i o n ( S l a t k i n 1 9 8 7 ) . 

I n t h e p r e v i o u s s e c t i o n s , I i n t r o d u c e d b a s i c c o n c e p t s o f p o p u l a t i o n 

g e n e t i c s a n d s h o w e d t h a t g e n e t i c d i v e r s i t y i s l a r g e l y s h a p e d b y f o u r 

m i c r o e v o l u t i o n a r y f o r c e s . N o w , I w i l l r e t u r n t o t h e p r o b l e m o f s m a l l 

p o p u l a t i o n s a n d t h e g e n e t i c f a c t o r s t h a t i n f l u e n c e t h e i r v i a b i l i t y . A b o v e I 

s h o w e d t h a t g e n e t i c d i v e r s i t y i s l o w e r i n s m a l l e r a n d m o r e f r a g m e n t e d 

p o p u l a t i o n s . I n t h i s r e s p e c t , l o w d i v e r s i t y c a n s e r v e a s a n i n d i c a t o r o f 

e n d a n g e r m e n t ( F r a n k h a m e t a l . 2 0 1 0 ) . B u t g e n e t i c d i v e r s i t y i s n o t j u s t a 

c o n s e q u e n c e o f l o w p o p u l a t i o n s i z e ; i t m i g h t b e a c a u s e o f l o s s o f 

e v o l u t i o n a r y p o t e n t i a l a s w e l l . P o p u l a t i o n s w i t h l o w g e n e t i c d i v e r s i t y 

s h o w l e s s a d a p t a b i l i t y t o c h a n g i n g e n v i r o n m e n t s . T h i s w a s e x e m p l i f i e d i n 

a n e x p e r i m e n t w i t h f r u i t f l i e s w h e r e l a r g e r p o p u l a t i o n s w e r e m o r e l i k e l y 

t o a d a p t t o h i g h s a l t c o n c e n t r a t i o n c o m p a r e d t o s m a l l e r o n e s ( F r a n k h a m e t 

a l . 1 9 9 9 ) . S i n c e t h e f r u i t f l y e x p e r i m e n t , s t u d i e s h a v e b e e n a c c u m u l a t i n g 

t h a t d e m o n s t r a t e a s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n g e n e t i c d i v e r s i t y a n d 

v a r i o u s c o m p o n e n t s o f f i t n e s s i n w i l d p o p u l a t i o n s ( f o r a r e v i e w , s e e 

D e W o o d y e t a l . 2 0 2 1 ) . F u r t h e r t h e o r e t i c a l a n d e m p i r i c a l s u p p o r t f o r t h i s 

p h e n o m e n o n c o m e s f r o m t h e f i e l d o f q u a n t i t a t i v e g e n e t i c s . 

Q u a n t i t a t i v e g e n e t i c v a r i a t i o n w i l l e r o d e i n s m a l l p o p u l a t i o n s a s i t 

d e p e n d s o n g e n e t i c d i v e r s i t y ( L a n d e 1 9 9 5 ) . T h e a m o u n t o f a d d i t i v e 

v a r i a n c e , t o g e t h e r w i t h h e r i t a b i l i t y , d e t e r m i n e s t h e a d a p t i v e c a p a c i t y o f a 

p o p u l a t i o n ( W i l l i e t a l . 2 0 0 6 ) . S m a l l p o p u l a t i o n s a r e t h e r e f o r e l e s s l i k e l y 

t o a d a p t d u e t o l o s s o f d i v e r s i t y t h a n l a r g e r p o p u l a t i o n s . H o w e v e r , i t 

r e m a i n s q u e s t i o n a b l e t o w h a t d e g r e e n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y a s a p r o x y 
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o f p o p u l a t i o n g e n e t i c h e a l t h r e f l e c t s p h e n o t y p i c v a r i a n c e . F o r t h i s r e a s o n , 

a s t u d y o f g e n e s , w h e r e t h e d i v e r s i t y i s a d a p t i v e , h a s b e e n w i d e l y 

a d v o c a t e d i n c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s ( H e d r i c k 2 0 0 1 , Höglund 2 0 0 9 ) . 

Adaptive polymorphism in immune genes 

A d a p t i v e p o l y m o r p h i s m w i t h i n a p o p u l a t i o n i s a r e s u l t o f a s w e l l a s a 

s u b s t r a t e f o r e v o l u t i o n ( C a i n & S h e p p a r d 1 9 5 4 , P i e r t n e y & O l i v e r 2 0 0 6 ) . 

i m m u n e g e n e s a r e o f p a r t i c u l a r i n t e r e s t f r o m t h e p e r s p e c t i v e o f 

c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , a s t h e i r a d a p t i v e p o l y m o r p h i s m i s a s s o c i a t e d w i t h 

t h e d e f e n c e a g a i n s t p a t h o g e n s ( S o m m e r 2 0 0 5 , Höglund 2 0 0 9 ) . T h e 

p o l y m o r p h i s m o f p r o t e i n s t h a t r e c o g n i s e p a t h o g e n s , s u c h a s t h e m a j o r 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x ( M H C ) o r T o l l - l i k e r e c e p t o r s ( T L R ) , 

i n f l u e n c e s t h e a b i l i t y o f a n a p p r o p r i a t e i m m u n e r e s p o n s e a n d t h u s t h e 

e v o l u t i o n a r y r e s i l i e n c e o f t h e p o p u l a t i o n ( R a d w a n e t a l . 2 0 1 0 , M o r r i s e t 

a l . 2 0 1 5 ) . 

S i n g l e a l l e l e s o f i m m u n e g e n e s r e c o g n i s e s p e c i f i c p a t h o g e n s a n d t h u s 

p r o v i d e s o m e d e g r e e o f r e s i s t a n c e t o t h e m ( T s c h i r r e n e t a l . 2 0 1 3 , S e p i l e t 

a l . 2 0 1 3 ) . T h e p o l y m o r p h i s m i n t h e s e g e n e s i s t o s o m e e x t e n t g e n e r a t e d 

a n d m a i n t a i n e d b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( R i c h m a n 2 0 0 0 ) . T h e r e f o r e , 

p o l y m o r p h i s m i n i m m u n e g e n e s i s a m o r e a p p r o p r i a t e i n d i c a t o r o f t h e 

g e n e t i c h e a l t h o f p o p u l a t i o n s t h a n t h e n o n - f u n c t i o n a l p o l y m o r p h i s m o f 

n e u t r a l m a r k e r s ( S o m m e r 2 0 0 5 ) . I n t h e f o l l o w i n g c h a p t e r , I w i l l 

s u m m a r i s e w h a t i s k n o w n a b o u t M H C a n d T L R g e n e s i n g e n e r a l a n d 

w i t h r e g a r d t o t h e f i e l d o f c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s . 

T h e m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x ( M H C ) i s a d i v e r s e f a m i l y o f 

g e n e s a s s o c i a t e d w i t h i m m u n o l o g i c a l f u n c t i o n s ( K a s a h a r a 2 0 0 0 ) . T h e 

c l a s s i c a l M H C g e n e s e n c o d e t r a n s m e m b r a n e g l y c o p r o t e i n s , w h i c h a r e t h e 

e s s e n t i a l c o m p o n e n t s o f t h e a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e ( M u r p h y & 

J a n e w a y 2 0 0 8 ) . T h e r o l e o f M H C i s t o p r e s e n t p e p t i d e s d e r i v e d f r o m 

p a t h o g e n s ( a n t i g e n s ) t o T c e l l s . P r e s e n t a t i o n i n v o l v e s b i n d i n g t h e p e p t i d e 
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t o t h e p e p t i d e b i n d i n g g r o o v e o f t h e M H C m o l e c u l e a n d p r e s e n t i n g t h e 

a n t i g e n s t o t h e e x t r a c e l l u l a r s p a c e w h e r e t h e y s t i m u l a t e t h e T c e l l v i a a T 

c e l l r e c e p t o r . T h e T c e l l e v a l u a t e s t h e s i g n a l a n d e i t h e r d e s t r o y s t h e 

s i g n a l l i n g c e l l o r f u r t h e r r e g u l a t e s t h e a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e t o 

c o m b a t t h e p a t h o g e n ( M u r p h y & J a n e w a y 2 0 0 8 ) . T w o M H C c l a s s e s a r e 

d i s t i n g u i s h e d b a s e d o n t h e i r m o l e c u l a r s t r u c t u r e , a n d t h e o r i g i n o f t h e 

a n t i g e n p r e s e n t e d a n d t h e t y p e o f T c e l l s i n v o l v e d . M H C c l a s s I 

m o l e c u l e s p r e s e n t a n t i g e n s d e r i v e d f r o m p r o t e i n s i n t h e c y t o s o l ( u s u a l l y 

o f v i r a l o r s e l f o r i g i n ) t o C D 8 + T c e l l s ( c y t o t o x i c T c e l l s ) . W h e n a T c e l l 

r e c o g n i s e s a p a r t i c u l a r a n t i g e n , i t r e l e a s e s c y t o t o x i n s t h a t e v e n t u a l l y 

c a u s e a p o p t o s i s o f t h e s i g n a l l i n g c e l l ( M u r p h y & J a n e w a y 2 0 0 8 ) . M H C 

c l a s s m o l e c u l e s I I p r e s e n t p e p t i d e s f r o m e n d o c y t o s e d p r o t e i n s o f 

e n d o p a r a s i t i c o r b a c t e r i a l o r i g i n t o C D 4 + T c e l l s ( h e l p e r T c e l l s ) . W h e n 

t h e a n t i g e n i s r e c o g n i s e d b y t h e T c e l l , i n f o r m a t i o n a b o u t t h e p a t h o g e n i s 

p a s s e d o n a n d t h e a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e i s r e g u l a t e d a c c o r d i n g l y . 

I m p o r t a n t l y , e a c h p r o t e i n v a r i a n t o f b o t h M H C c l a s s e s c a n o n l y b i n d a n d 

p r e s e n t a l i m i t e d n u m b e r o f a n t i g e n s d u e t o t h e s p e c i f i c i t y o f t h e p e p t i d e 

b i n d i n g g r o o v e ( F a l k e t a l . 1 9 9 1 ) . T h e r e f o r e , i n d i v i d u a l M H C a l l e l e s c a n 

c o n f e r r e s i s t a n c e t o a l i m i t e d n u m b e r o f p a t h o g e n s ( M a r t i n & C a r r i n g t o n 

2 0 0 5 , M i l i n s k i 2 0 0 6 ) , i n d i c a t i n g t h e c e n t r a l r o l e o f a d a p t i v e 

p o l y m o r p h i s m i n t h e M H C . 

M H C g e n e s c o n t a i n t h e h i g h e s t p o l y m o r p h i s m o f a l l g e n e s i n j a w e d 

v e r t e b r a t e s . I n s o m e s p e c i e s , t h e t o t a l n u m b e r o f a l l e l e s c a n r e a c h 

h u n d r e d s , a s i n t h e b l u e t i t (Cyanistes caeruleus), t h e c o l l a r e d f l y c a t c h e r 

(Ficedula albicollis) o r h u m a n s ( Z a g a l s k a - N e u b a u e r e t a l . 2 0 1 0 , S e p i l e t 

a l . 2 0 1 2 , d e B a k k e r & R a y c h a u d h u r i 2 0 1 2 ) . I n t e r e s t i n g l y , t h e a c t u a l M H C 

p o l y m o r p h i s m w a s t h e f i r s t t h i n g s c i e n t i s t s n o t i c e d w h e n i t w a s 

d i s c o v e r e d i n 1 9 6 8 , e v e n b e f o r e t h e f u n c t i o n w a s k n o w n ( S n e l l 1 9 6 8 ) . 

T h e h i g h n u m b e r o f a l l e l e s i n t h e p o p u l a t i o n i s a l s o a s s o c i a t e d w i t h a 

v a r i a b l e n u m b e r o f p a r a l o g u e s o f a p a r t i c u l a r M H C g e n e . T h i s f e a t u r e i s 

c a l l e d c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) ( S c h r i d e r & H a h n 2 0 1 0 ) . C o p y 

n u m b e r o f M H C g e n e s i s p a r t i c u l a r l y h i g h i n p a s s e r i n e b i r d s ( O ' C o n n o r 
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e t a l . 2 0 1 9 ) . I t i s w i d e l y a g r e e d t h a t p o l y m o r p h i s m i n M H C g e n e s i s t o 

s o m e d e g r e e m a i n t a i n e d b y a f o r m o f p a t h o g e n - m e d i a t e d b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n ( P M B S ) ( B e r n a t c h e z & L a n d r y 2 0 0 3 , M i l i n s k i 2 0 0 6 , S p u r g i n & 

R i c h a r d s o n 2 0 1 0 , R a d w a n e t a l . 2 0 2 0 ) . P M B S i s t h o u g h t n o t o n l y t o 

p r o d u c e h i g h l e v e l s o f p o l y m o r p h i s m w i t h i n s p e c i e s , b u t a l s o t o m a i n t a i n 

t h e s a m e a l l e l e s ( h a p l o t y p e s ) b e t w e e n s p e c i e s a c r o s s w i d e e v o l u t i o n a r y 

t i m e s c a l e . T h i s p h e n o m e n o n i s c a l l e d t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m ( K l e i n 

e t a l . 2 0 0 7 ) . 

S e v e r a l m e c h a n i s m s h a v e b e e n p r o p o s e d f o r t h e m a i n t e n a n c e o f M H C 

d i v e r s i t y t h r o u g h P M B S : T h e f i r s t m e c h a n i s m , t e r m e d h e t e r o z y g o t e 

a d v a n t a g e o r o v e r d o m i n a n c e , ( D o h e r t y & Z i n k e r n a g e l 1 9 7 5 ) p r e d i c t s t h a t 

a n i n d i v i d u a l h e t e r o z y g o u s a t M H C l o c i w i l l h a v e h i g h e r f i t n e s s t h a n 

b o t h h o m o z y g o t e s b e c a u s e i t c a n r e c o g n i s e a w i d e r r a n g e o f p a t h o g e n s . 

T h i s f o r m o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n c r e a s e s t h e a v e r a g e h e t e r o z y g o s i t y i n 

t h e p o p u l a t i o n . D i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e , i s a f o r m o f h e t e r o z y g o t e 

a d v a n t a g e t h a t p r e s u p p o s e s t h a t t h e e x p r e s s i o n o f m o r e d i v e r g e n t a l l e l e s 

w i t h i n a n i n d i v i d u a l p r o v i d e s s e l e c t i o n a d v a n t a g e b e c a u s e s u c h a n 

i n d i v i d u a l c a n b i n d a b r o a d e r r a n g e o f p a t h o g e n s ( W a k e l a n d e t a l . 1 9 9 0 ) . 

S e c o n d m e c h a n i s m , t h e r a r e a l l e l e a d v a n t a g e ( S l a d e & M c C a l l u m 1 9 9 2 ) , 

i s b a s e d o n a n e g a t i v e f r e q u e n c y d e p e n d e n c e b e t w e e n t h e p a t h o g e n s a n d 

t h e a l l e l e s o f t h e M H C g e n e s . I n o t h e r w o r d s , p a t h o g e n s w i l l b e h i g h l y 

s e l e c t e d t o o v e r c o m e t h e m o s t c o m m o n M H C a l l e l e , a n d s u b s e q u e n t l y t h e 

s u c c e s s f u l p a t h o g e n w i l l d o m i n a t e . B u t t h e n a r a r e M H C a l l e l e t h a t c a n 

r e c o g n i s e s u c h a p a t h o g e n a n d p r o v i d e g o o d p r o t e c t i o n s p r e a d s 

t h r o u g h o u t t h e p o p u l a t i o n . T h e c i r c l e c l o s e s a n d f l u c t u a t i o n s p r e v e n t r a r e 

a l l e l e s f r o m d i s a p p e a r i n g f r o m t h e p o p u l a t i o n . T h i r d , p r o p o n e n t s o f t h e 

s o - c a l l e d f l u c t u a t i n g ( d i v e r s i f y i n g ) s e l e c t i o n a r g u e t h a t c h a n g e s i n t h e 

p a r a s i t e r e g i m e i n s p a c e a n d t i m e l e a d t o h i g h p o l y m o r p h i s m i n M H C 

g e n e s ( H i l l 1 9 9 1 ) . 

T h e s e f o u r p o s s i b l e m e c h a n i s m s o f p a t h o g e n - m e d i a t e d b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n a r e n o t m u t u a l l y e x c l u s i v e a n d m a y i n t e r a c t , m a k i n g i t d i f f i c u l t 
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t o d i s e n t a n g l e t h e i r e f f e c t s a n d r o l e s ( S p u r g i n & R i c h a r d s o n 2 0 1 0 ) . 

S t u d i e s l i n k i n g M H C d i v e r s i t y t o p a t h o g e n r e s i s t a n c e p r o v i d e q u i t e 

r o b u s t e v i d e n c e t h a t f r e q u e n c y - d e p e n d e n t s e l e c t i o n i s t h e m a j o r t y p e , a s 

s t u d i e s t y p i c a l l y s h o w t h a t s p e c i f i c M H C a l l e l e s c o n f e r e i t h e r r e s i s t a n c e 

o r s u s c e p t i b i l i t y . T h e c o m p r e h e n s i v e s t u d y i n g r e a t t i t s (Parus major) 

f o u n d t h a t o n e a l l e l e w a s a s s o c i a t e d w i t h r e s i s t a n c e t o Plasmodium 

relictum a n d a n o t h e r a l l e l e w a s a s s o c i a t e d w i t h s u s c e p t i b i l i t y t o 

Plasmodium circumflexum ( S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ) . H o w e v e r , i n s t e a d o f 

s u s c e p t i b i l i t y , t h e s e c o n d a l l e l e c o n f e r r e d a q u a n t i t a t i v e d i s e a s e r e s i s t a n c e 

w h e r e a s t h e f i r s t a l l e l e c o n f e r r e d a q u a l i t a t i v e d i s e a s e r e s i s t a n c e , b a s e d o n 

a t h e o r y a n d n o m e n c l a t u r e i n t r o d u c e d b y W e s t e r d a h l e t a l . ( 2 0 1 2 ) . 

S e v e r a l o t h e r s t u d i e s h a v e f o u n d a l l e l e s c o n f e r r i n g e i t h e r q u a l i t a t i v e o r 

q u a n t i t a t i v e d i s e a s e r e s i s t a n c e , e . g . i n b l u e t i t ( W e s t e r d a h l e t a l . 2 0 1 3 ) , 

c o m m o n y e l l o w t h r o a t (Geothlypis trichas) ( D u n n e t a l . 2 0 1 3 ) , h o u s e 

s p a r r o w (Passer domesticus) ( L o i s e a u e t a l . 2 0 0 8 ) , e u r o p e a n r a b b i t 

(Oryctolagus cuniculus) ( O p p e l t e t a l . 2 0 1 0 ) , r e d j u n g l e - f o w l (Gallus 

gallus) ( W o r l e y e t a l . 2 0 1 0 ) , o r S e y c h e l l e s w a r b l e r (Acrocephalus 

sechellensis) ( B r o u w e r e t a l . 2 0 1 0 ) . I n t e r e s t i n g l y , i n e a c h c a s e o n l y o n e o r 

t w o a l l e l e s a c t u a l l y p l a y e d a r o l e i n p a t h o g e n r e s i s t a n c e . P e r h a p s t h e s e 

a l l e l e s w e r e t h e e a r l i e r r a r e a l l e l e s t h a t w e r e v i c t o r i o u s i n t h e c u r r e n t 

s t r a i n s o f t h e p a t h o g e n s . F i n a l l y , t h e f a c t t h a t s o m e o f t h e s t u d i e s f o u n d 

p o p u l a t i o n - s p e c i f i c r e s i s t a n c e a l l e l e s ( E k b l o m e t a l . 2 0 0 7 , H a w l e y & 

F l e i s c h e r 2 0 1 2 ) , t o g e t h e r w i t h a c l e a r a s s o c i a t i o n b e t w e e n s p e c i f i c M H C 

a l l e l e s a n d s u r v i v a l r a t e s i n t h e A t t w a t e r ' s p r a i r i e c h i c k e n (Tympanuchus 

cupido attwateri) ( B a t e s o n e t a l . 2 0 1 6 ) s u p p o r t t h e i n t e r p l a y o f t h e r a r e 

a l l e l e a d v a n t a g e , f l u c t u a t i n g s e l e c t i o n a n d p e r h a p s a l s o t h e d i v e r g e n t 

a l l e l e a d v a n t a g e ( A g u d o e t a l . 2 0 1 1 ) . 

A p a r t f r o m P M B S a l s o o t h e r m e c h a n i s m s c a n m a i n t a i n M H C 

p o l y m o r p h i s m . A s s o r t a t i v e m a t e c h o i c e d r i v e n b y M H C d i f f e r e n c e s i s a 

w e l l k n o w n p h e n o m e n o n ( J o r d a n & B r u f o r d 1 9 9 8 , Havlíček & R o b e r t s 

2 0 0 9 , W i n t e r n i t z e t a l . 2 0 1 6 ) . T h i s p h e n o m e n o n a l o n e m a y c o n t r i b u t e t o 

t h e m a i n t e n a n c e o f p o l y m o r p h i s m ( E i z a g u i r r e e t a l . 2 0 0 9 ) . T h e 
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a s s o c i a t i v e b a l a n c i n g c o m p l e x i s a n o t h e r m e c h a n i s m t h a t c a n p o t e n t i a l l y 

c o n t r i b u t e t o p o l y m o r p h i s m i n M H C ( O o s t e r h o u t 2 0 0 9 ) . I n t h i s c o n c e p t , 

r e c e s s i v e d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s a s s o c i a t e d w i t h M H C a l l e l e s l e a d t o t h e 

d i s a d v a n t a g e o f h o m o z y g o u s g e n o t y p e s a n d c o n s e q u e n t l y t o t h e 

m a i n t e n a n c e o f p o l y m o r p h i s m . 

W h i l e P M B S o r o t h e r m e c h a n i s m s m a i n t a i n p o l y m o r p h i s m , t h e e f f e c t o f 

g e n e t i c d r i f t c a n e r o d e i t . T h i s i s o f p a r t i c u l a r c o n c e r n i n s m a l l , 

f r a g m e n t e d p o p u l a t i o n s w h e r e t h e e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t a r e e x a c e r b a t e d . 

T h i s r a i s e s a c e n t r a l q u e s t i o n i n M H C c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , c o i n e d b y 

M i l l e r & L a m b e r t ( 2 0 0 4 ) : W h e t h e r g e n e t i c d r i f t c a n o u t w e i g h t h e 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n . S i n c e d r i f t a n d b a l a n c i n g s e l e c t i o n h a v e o p p o s i n g 

e f f e c t s o n M H C p o l y m o r p h i s m , t h e q u e s t i o n a r i s e s a s t o w h i c h f o r c e 

p r e v a i l s i n d i f f e r e n t d e m o g r a p h i c s c e n a r i o s a n d u n d e r d i f f e r e n t s e l e c t i o n 

c o n s t r a i n s . T h i s q u e s t i o n h a s o f t e n b e e n a d d r e s s e d b y c o m p a r i n g n e u t r a l 

p o l y m o r p h i s m , r e f l e c t i n g t h e e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t , a n d M H C 

p o l y m o r p h i s m , o r r e f l e c t i n g t h e i n t e r a c t i o n o f g e n e t i c d r i f t a n d s e l e c t i o n 

i n p o p u l a t i o n s o f d i f f e r e n t s i z e s i n w h i c h t h e s t r e n g t h o f d r i f t v a r i e d . 

O r i g i n a l l y , i t w a s a s s u m e d t h a t b a l a n c i n g s e l e c t i o n w o u l d p r e s e r v e M H C 

p o l y m o r p h i s m a s o p p o s e d t o n e u t r a l m a r k e r s s u c h a s m i c r o s a t e l l i t e s 

( H e d r i c k 2 0 0 1 ) . H o w e v e r , t h e r e i s a n i n c r e a s i n g e m p i r i c a l e v i d e n c e t h a t 

i n s m a l l p o p u l a t i o n s d r i f t o u t w e i g h s b a l a n c i n g s e l e c t i o n a n d d i v e r s i t y i n 

t h e M H C d e c r e a s e s a t l e a s t p r o p o r t i o n a l l y t o n e u t r a l d i v e r s i t y ( S o m m e r & 

T i c h y 1 9 9 9 , M i l l e r & L a m b e r t 2 0 0 4 , R a d w a n e t a l . 2 0 0 7 , M u n g u i a - V e g a 

e t a l . 2 0 0 7 , S i d d l e e t a l . 2 0 0 7 , R i c a n o v a e t a l . 2 0 1 1 , E i m e s e t a l . 2 0 1 3 , 

P e c n e r o v a e t a l . 2 0 1 6 , A t h r e y e t a l . 2 0 1 8 , A r a u c o - S h a p i r o e t a l . 2 0 2 0 , 

T a n g e t a l . 2 0 2 2 ) . 

T h e r o l e o f g e n e t i c d r i f t a n d b o t t l e n e c k i n s h a p i n g M H C p o l y m o r p h i s m 

w a s s u m m a r i s e d b y S u t t o n e t a l . ( 2 0 1 1 ) . I n a m e t a - a n a l y s i s , t h e y f o u n d 

t h a t M H C p o l y m o r p h i s m d e c l i n e d b y 1 5 % m o r e t h a n n e u t r a l 

p o l y m o r p h i s m i n p o p u l a t i o n s f o l l o w i n g b o t t l e n e c k s . T h i s 

" p o s t - b o t t l e n e c k " p a t t e r n h a s a l s o b e e n f o u n d i n s e v e r a l r e c e n t s t u d i e s 
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( A l c a i d e 2 0 1 0 , E i m e s e t a l . 2 0 1 1 , A r a u c o - S h a p i r o e t a l . 2 0 2 0 , T a n g e t a l . 

2 0 2 2 ) . T w o m u t u a l l y n o n - e x c l u s i v e m e c h a n i s m s h a v e b e e n p r o p o s e d t o 

e x p l a i n t h i s p a t t e r n . T h e h y p o t h e s i s o f d r i f t a c r o s s l o c i ( E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ) 

s t a t e s t h a t g e n e t i c d r i f t c a n f i x t h e s a m e a l l e l e s i n d i f f e r e n t p a r a l o g o u s 

l o c i a n d t h u s r e d u c e t h e M H C v a r i a b i l i t y t w o f o l d c o m p a r e d t o 

u n d u p l i c a t e d n e u t r a l l o c i . A l t e r n a t i v e l y , n e g a t i v e f r e q u e n c y - d e p e n d e n t 

s e l e c t i o n d i v e r t s t h e f r e q u e n c y o f r a r e a l l e l e s , w h i c h a r e t h e n r e m o v e d 

f r o m s m a l l p o p u l a t i o n s b y g e n e t i c d r i f t m o r e l i k e l y t h a n t h e a l l e l e s a t 

n e u t r a l l o c i ( E j s m o n d & R a d w a n 2 0 1 1 ) . I n t h e l a t e r a r t i c l e , i n w h i c h t h e 

a u t h o r s u s e d s i m u l a t i o n s , i t w a s f o u n d t h a t w h e n t h e r e w a s a p r o n o u n c e d 

b o t t l e n e c k , v a r i a t i o n i n t h e M H C w a s l o s t t o a g r e a t e r e x t e n t t h a n a t 

n e u t r a l l o c i , b u t t h a t a b o u t 4 0 g e n e r a t i o n s a f t e r t h e b o t t l e n e c k , M H C 

h e t e r o z y g o s i t y r e c o v e r e d . 

A l t h o u g h i t s e e m s r e a s o n a b l e t o s a y t h a t g e n e t i c d r i f t p l a y s a g r e a t e r r o l e 

t h a n b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n s m a l l p o p u l a t i o n s , t h e r e a r e p a r t i c u l a r c a s e s 

w h e r e n a t u r a l s e l e c t i o n h a s m a i n t a i n e d M H C p o l y m o r p h i s m d e s p i t e 

r e d u c e d n e u t r a l v a r i a b i l i t y a n d t h e e x a c e r b a t e d e f f e c t o f g e n e t i c d r i f t . 

H i g h M H C b u t l o w m i c r o s a t e l l i t e p o l y m o r p h i s m h a s b e e n f o u n d i n t h e 

S a n N i c o l a s I s l a n d f o x (Urocyon littoralis) ( A g u i l a r e t a l . 2 0 0 4 ) , t h e 

g u p p y (Poecilia reticulata) ( O o s t e r h o u t e t a l . 2 0 0 6 ) a n d t h e B e r t h e l o t ' s 

p i p i t (Anthus berthelotii) ( S p u r g i n e t a l . 2 0 1 1 ) . I n a d d i t i o n , a p a r t i c u l a r l y 

s t r a i g h t f o r w a r d s t u d y i n w a t e r v o l e s (Arvicola amphibius) h a s s h o w n t h a t 

d i v e r s i t y i n t h e M H C w a s m a i n t a i n e d b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n d e s p i t e a 

s e v e r e b o t t l e n e c k ( O l i v e r & P i e r t n e y 2 0 1 2 ) , a n d s i m i l a r , a l b e i t l e s s 

c l e a r - c u t , e v i d e n c e c o m e s f r o m a s t u d y i n H a w a i i a n h o n e y c r e e p e r s 

( D r e p a n i d i n a e ) ( J a r v i e t a l . 2 0 0 4 ) . T h i s s u g g e s t s t h a t i n s o m e c a s e s 

g e n e t i c d r i f t w a s i n d e e d o u t w e i g h e d b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n . F u r t h e r 

c l a r i f i c a t i o n o f t h e p r o b l e m c a n b e a c h i e v e d b y n o t o n l y s t u d y i n g 

n u c l e o t i d e M H C a l l e l e s , b u t b y f o c u s i n g o n M H C p r o t e i n v a r i a n t s 

c l u s t e r e d a c c o r d i n g t o t h e i r e f f e c t o n t h e p h e n o t y p e ( D o y t c h i n o v a & 

F l o w e r 2 0 0 5 , L i g h t e n e t a l . 2 0 1 7 ) . 
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T o l l - l i k e r e c e p t o r s ( T L R ) h a v e b e c o m e t h e s e c o n d m o s t s t u d i e d g e n e 

f a m i l y ( a f t e r M H C ) w h e n a d d r e s s i n g q u e s t i o n s o f e v o l u t i o n a r y 

i m m u n o g e n e t i c s i n w i l d p o p u l a t i o n s , a s i t a l s o h a r b o u r s a d a p t i v e 

p o l y m o r p h i s m ( G r u e b e r e t a l . 2 0 1 5 , M i n i a s & V i n k l e r 2 0 2 2 ) . T h e 

f u n c t i o n a l u n i t i n T L R i s f o r m e d b y a t r a n s m e m b r a n e g l y c o p r o t e i n t h a t 

r e c o g n i s e s p a t h o g e n s a n d m e d i a t e s t h e i n n a t e i m m u n e r e s p o n s e ( M u r p h y 

& J a n e w a y 2 0 0 8 ) . U p o n b i n d i n g o f a n a n t i g e n t o a n e x t r a c e l l u l a r / 

e n d o s o m a l d o m a i n o f T L R , a s i g n a l l i n g c a s c a d e i s i n i t i a t e d t h a t l e a d s t o 

t h e e x p r e s s i o n o f c y t o k i n e s . T h i s p r o c e s s s u b s e q u e n t l y t r i g g e r s a n 

i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e a n d t h e f i r s t l i n e o f d e f e n c e a g a i n s t p a t h o g e n s 

( M u r p h y & J a n e w a y 2 0 0 8 , B a r r e i r o e t a l . 2 0 0 9 , A l c a i d e & E d w a r d s 

2 0 1 1 ) . T h i s i s o n e o f t h e m o s t i m p o r t a n t d i f f e r e n c e s f r o m M H C g e n e s , 

w h i c h a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e a d a p t i v e o r s e c o n d l i n e o f d e f e n c e . T L R 

r e c o g n i s e s s p e c i f i c p a t h o g e n - a s s o c i a t e d m o l e c u l a r p a t t e r n s , w h i c h a r e 

c o m m o n p a t h o g e n s t r u c t u r e s s u c h a s l i p o p r o t e i n s o r R N A . I n b i r d s , t h e r e 

a r e 1 0 k n o w n T L R r e c e p t o r s , e a c h o f w h i c h i s s p e c i a l i s e d i n r e c o g n i s i n g 

a s l i g h t l y d i f f e r e n t s e t o f m o l e c u l a r p a t t e r n s ( A l c a i d e & E d w a r d s 2 0 1 1 ) . 

I n g e n e r a l , T L R 1 , 2 , 4 , 5 , 1 5 r e c o g n i s e b a c t e r i a l o r f u n g a l c o m p o u n d s s u c h 

a s l i p o p r o t e i n s , f l a g e l l i n o r p e p t i d o g l y c a n s , w h i l e T L R 3 , 7 , 2 1 r e c o g n i s e 

n u c l e i c a c i d s , m o s t l y o f v i r a l o r i g i n ( B r o w n l i e & A l l a n 2 0 1 1 ) . 

A l t h o u g h T L R g e n e s a r e n o t a s p o l y m o r p h i c a s t h e M H C , t h e e v i d e n c e o f 

p a t h o g e n - m e d i a t e d s e l e c t i o n h a s a l s o b e e n o b s e r v e d i n t h i s g r o u p o f 

g e n e s . M u c h o f t h i s e v i d e n c e c o m e s f r o m t h e e v o l u t i o n a r y a n a l y s e s o f 

s y n o n y m o u s t o n o n - s y n o n y m o u s p o l y m o r p h i s m o r s u b s t i t u t i o n r a t e 

( d N / d S ) ( F e r r e r - A d m e t l l a e t a l . 2 0 0 8 , G r u e b e r e t a l . 2 0 1 4 , Králová e t a l . 

2 0 1 8 ) . S u c h s t u d i e s o f t e n s h o w e d a n e p i s o d i c o c c u r r e n c e o f p o s i t i v e 

s e l e c t i o n i n m o s t T L R s , w h i c h w a s i n t e r p r e t e d a s b a l a n c i n g s e l e c t i o n b y 

M i n i a s & V i n k l e r ( 2 0 2 2 ) . T h e e f f e c t o f s e l e c t i o n i s a l s o s u p p o r t e d b y 

s t u d i e s s h o w i n g a s s o c i a t i o n s b e t w e e n s i n g l e T L R a l l e l e s a n d 

s u s c e p t i b i l i t y o r r e s i s t a n c e t o s o m e p a t h o g e n s . I n r o d e n t s , s e v e r a l T L R 2 

g e n o t y p e s w e r e a s s o c i a t e d w i t h r e s i s t a n c e t o Borrelia i n f e c t i o n s 
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( T s c h i r r e n e t a l . 2 0 1 3 ) , a n d c e r t a i n T L R 4 g e n o t y p e s p r o v i d e d r e s i s t a n c e 

t o s e v e r a l e c t o p a r a s i t e s ( G a v a n e t a l . 2 0 1 5 ) . A s s o c i a t i o n s b e t w e e n s i n g l e 

a l l e l e s a n d d i f f e r e n t p a t h o g e n s w e r e a l s o f o u n d i n a b a n k v o l e (Myodes 

glareolus) ( K l o c h e t a l . 2 0 1 8 ) a n d a r o e d e e r (Capreolus capreolus) 

( Q u e m e r e e t a l . 2 0 2 1 ) . I n a d d i t i o n , t w o e x p e r i m e n t s h a v e s h o w n a n 

a s s o c i a t i o n b e t w e e n t h e e x p r e s s i o n o f T L R g e n e s a n d i n f e c t i o n b y 

c o c c i d i a n p a r a s i t e s i n d o m e s t i c c h i c k e n s (Gallus domesticus) ( Z h a n g e t 

a l . 2 0 1 2 ) a n d w i l d p o p u l a t i o n s o f h o u s e s p a r r o w s ( M a r t i n e t a l . 2 0 1 3 ) . A 

g r e a t e x a m p l e i s a l s o t h e A t t w a t e r ' s p r a i r i e c h i c k e n , w h e r e a n a l l e l e o f 

T L R 1 B i n f l u e n c e d t h e s u r v i v a l o f r e i n t r o d u c e d i n d i v i d u a l s ( B a t e s o n e t a l . 

2 0 1 6 ) . T h e s e a s s o c i a t i o n s i n i n d i v i d u a l a l l e l e s t o g e t h e r w i t h e v o l u t i o n a r y 

a n a l y s e s o f m o l e c u l a r p o l y m o r p h i s m s u g g e s t t h a t T L R a r e u n d e r e p i s o d i c 

p o s i t i v e s e l e c t i o n . H o w e v e r , p u r i f y i n g s e l e c t i o n t h a t s t a b i l i s e s p r o t e i n 

s t r u c t u r e c l e a r l y d o m i n a t e s t h e e v o l u t i o n o f T L R g e n e s ( M u k h e r j e e e t a l . 

2 0 0 9 , D a r f o u r - O d u r o e t a l . 2 0 1 5 , V i n k l e r e t a l . 2 0 1 5 , W a n g e t a l . 2 0 1 6 , 

R a v e n e t a l . 2 0 1 7 , N e l s o n - F l o w e r e t a l . 2 0 1 8 , L e v y e t a l . 2 0 2 0 ) . 

F e w s t u d i e s h a v e e x a m i n e d t h e e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t o n T L R 

p o l y m o r p h i s m . I n p a r t i c u l a r , t h e r e w e r e o n l y t h r e e s t u d i e s o f T L R 

p o l y m o r p h i s m i n s m a l l e n d a n g e r e d p o p u l a t i o n s o f w i l d b i r d s w h e n I 

b e g a n m y P h D r e s e a r c h . G r u e b e r e t a l . ( 2 0 1 3 ) s h o w e d t h a t i n a s m a l l 

p o p u l a t i o n o f S t e w a r t ' s I s l a n d r o b i n s (Petroica australis), a l l e l e 

f r e q u e n c i e s w e r e d o m i n a t e d b y g e n e t i c d r i f t , a l t h o u g h a n a l l e l e o f T L R 4 

w a s a s s o c i a t e d w i t h b e t t e r s u r v i v a l . H a r t m a n n e t a l . ( 2 0 1 4 ) s h o w e d t h a t 

T L R d i v e r s i t y w a s e x t r e m e l y d e p l e t e d i n t h e P a l e - h e a d e d b r u s h f i n c h 

(Adapetes pallidiceps), p r o b a b l y d u e t o a n e x t r e m e b o t t l e n e c k i n t h i s 

p o p u l a t i o n . S i m i l a r l y , G o n z a l e s - Q u e v e d o e t a l . ( 2 0 1 5 ) o b s e r v e d t h a t 

g e n e t i c d r i f t d o m i n a t e d t h e p r o c e s s o f T L R g e n e t i c d i f f e r e n t i a t i o n a m o n g 

i n s u l a r p o p u l a t i o n s o f B e r t h e l o t ' s p i p i t (Anthus berthelotii). I n a d d i t i o n , 

d r i f t w a s o b s e r v e d t o p r e d o m i n a t e i n s e v e r a l w a r b l e r s p e c i e s 

(Acrocephalus) a s T L R d i v e r s i t y c o r r e l a t e d w i t h p o p u l a t i o n s i z e ( G i l r o y 

e t a l . 2 0 1 6 ) . H o w e v e r , t h e d u n n o c k (Prunella modularis) i n t r o d u c e d t o 

N e w Z e a l a n d h a s m a i n t a i n e d s i m i l a r l e v e l s o f d i v e r s i t y t o t h e o r i g i n a l 
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E u r o p e a n p o p u l a t i o n i n 8 T L R r e c e p t o r s , d e s p i t e a r e l a t i v e l y s e v e r e 

b o t t l e n e c k 1 5 0 y e a r s a g o ( L a r a e t a l . 2 0 2 0 ) . 

O v e r a l l , t h e r e i s c o m p e l l i n g e v i d e n c e t h a t p h e n o t y p i c a n d u n d e r l y i n g 

g e n e t i c v a r i a t i o n i n b o t h i m m u n e f a m i l i e s i s e s s e n t i a l f o r s u c c e s s f u l 

d e f e n c e a g a i n s t p a t h o g e n s . M o r e o v e r , a f u n c t i o n a l a n d f l e x i b l e i m m u n e 

r e s p o n s e i s a p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t d e t e r m i n a n t o f p o p u l a t i o n r e s i l i e n c e . 

I n s e v e r a l c a s e s , p o p u l a t i o n s o f e n d a n g e r e d s p e c i e s w e n t e x t i n c t d u e t o 

d i s e a s e o u t b r e a k s ( S c o t t e t a l . 2 0 0 1 , S m i t h e t a l . 2 0 0 6 ) , w h i c h c a n 

g e n e r a l l y b e l i n k e d t o l o w p o l y m o r p h i s m i n i m m u n e g e n e s ( f o r a r e v i e w , 

s e e S m i t h e t a l . 2 0 0 9 ) . T h e r e f o r e , i t i s o f u t m o s t i m p o r t a n c e t o u n d e r s t a n d 

h o w t h i s a d a p t i v e p o l y m o r p h i s m i s s h a p e d b y s p e c i f i c m i c r o e v o l u t i o n a r y 

f o r c e s i n s m a l l , v u l n e r a b l e p o p u l a t i o n s . D e s p i t e a m p l e e v i d e n c e , i t i s s t i l l 

u n c l e a r a t w h a t p o p u l a t i o n s i z e d r i f t d o m i n a t e s i n s h a p i n g i m m u n o g e n e t i c 

d i v e r s i t y . A n o t h e r q u e s t i o n i s : i f d r i f t a f f e c t s t h e g e n e t i c p o l y m o r p h i s m o f 

T L R a n d M H C a s s h o w n a b o v e , h o w d o e s i t a f f e c t t h e r e s u l t i n g 

p o l y m o r p h i s m o f p r o t e i n p h e n o t y p e s ? T h e s e q u e s t i o n s m o t i v a t e d m e t o 

d e d i c a t e a l a r g e p a r t o f m y P h D t o t h e a n a l y s i s o f M H C I i p a n d T L R s i n 

d i f f e r e n t s i z e d p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . I p r e s e n t t h e 

r e s u l t o f m y e f f o r t s i n t h e f i r s t t h r e e c h a p t e r s o f t h i s P h D t h e s i s . 

Inbreeding depression and genetic load 

I n b r e e d i n g d e p r e s s i o n i s p r o b a b l y t h e m o s t i m p o r t a n t g e n e t i c f a c t o r t h a t 

c a n c o n t r i b u t e t o t h e d e t e r i o r a t i o n o f a p o p u l a t i o n ' s v i a b i l i t y ( K e l l e r & 

W a l l e r 2 0 0 2 ) . T h e c a s e o f t h e d e c i m a t e d F l o r i d a p a n t h e r (Felis concolor 

coryi), w h i c h e x h i b i t s v a r i o u s m o r p h o l o g i c a l d e f e c t s ( R o e l k e e t a l . 1 9 9 3 ) , 

i s t h e m o s t n o t a b l e e x a m p l e o f i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n i n w i l d p o p u l a t i o n s . 

I n b r e e d i n g d e p r e s s i o n i s g e n e r a l l y a t e r m u s e d t o d e s c r i b e t h e r e d u c t i o n 

i n f i t n e s s o f o f f s p r i n g o f c l o s e l y r e l a t e d m a t e s i n c o n t r a s t t o t h e f i t n e s s o f 

o f f s p r i n g o f u n r e l a t e d m a t e s . T h i s p h e n o m e n o n w a s a l r e a d y o b s e r v e d b y 

D a r w i n ( 1 8 7 6 ) i n h i s e x p e r i m e n t s w i t h p l a n t s , w h e r e h e n o t e d a r e d u c t i o n 

i n t h e v i g o u r o f s e e d l i n g s p r o d u c e d b y s e l f - f e r t i l i s a t i o n i n o t h e r w i s e 
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o u t c r o s s i n g p l a n t s . T h e r e a r e t w o m e c h a n i s m s b y w h i c h i n b r e e d i n g 

r e d u c e s t h e v i g o u r o r v i a b i l i t y o f a p o p u l a t i o n , a n d b o t h a r e r e l a t e d t o t h e 

i n f l a t i o n o f h o m o z y g o s i t y . T h e f i r s t m e c h a n i s m r e l a t e s t o g e n e s u n d e r 

h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e ( e . g . M H C ) . I f a h e t e r o z y g o t e h a s a h i g h e r f i t n e s s 

t h a n t h e t w o h o m o z y g o t e s , t h e n t h e i n c r e a s e i n h o m o z y g o s i t y d u e t o 

i n b r e e d i n g i n e v i t a b l y r e d u c e s f i t n e s s ( C h a r l e s w o r t h & W i l l i s 2 0 0 9 ) . T h e 

h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e i s n o t l i m i t e d t o M H C a n d o t h e r i m m u n e 

r e c e p t o r s , b u t i s a l s o s y m p t o m a t i c o f t h e s e l f - i n c o m p a t i b i l i t y l o c u s i n 

p l a n t s ( C h a r l e s w o r t h e t a l . 2 0 0 5 ) . I n b r e e d i n g d e p r e s s i o n m a y b e m e d i a t e d 

b y l o w p o l y m o r p h i s m o f t h e s e g e n e s i n s o m e s p e c i f i c c a s e s ( W i l l i e t a l . 

2 0 1 5 ) a n d t o s o m e e x t e n t ( C h a r l e s w o r t h & C h a r l e s w o r t h 1 9 9 9 ) . 

T h e s e c o n d m e c h a n i s m , w h i c h i s m u c h m o r e l i k e l y t o c o n t r i b u t e t o 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n , c o n c e r n s r e c e s s i v e o r p a r t i a l l y r e c e s s i v e 

d e l e t e r i o u s a l l e l e s , i . e . a c l a s s o f a l l e l e s t h a t a f f e c t t h e p h e n o t y p e o n l y i n 

t h e h o m o z y g o u s s t a t e a n d w h o s e e f f e c t i s d e t r i m e n t a l ( K e l l e r & W a l l e r 

2 0 0 2 , H e d r i c k & G a r c i a - D o r a d o 2 0 1 6 ) . T h i s c l a s s o f a l l e l e s i s w i d e s p r e a d 

t h r o u g h o u t t h e g e n o m e , a s t h e m a j o r i t y o f n e w m u t a t i o n s a r e d e l e t e r i o u s 

( E y r e - W a l k e r & K e i g h t l e y 2 0 0 7 ) a n d a s i g n i f i c a n t p r o p o r t i o n a p p e a r t o b e 

r e c e s s i v e ( C r o w 1 9 9 3 , H u b e r e t a l . 2 0 1 8 ) . I n b r e e d i n g e x p o s e s t h e 

d e l e t e r i o u s p h e n o t y p i c e f f e c t s o f t h e s e a l l e l e s a s h o m o z y g o s i t y i n c r e a s e s 

t h r o u g h o u t t h e g e n o m e , l e a d i n g t o d e b i l i t a t i n g p h e n o t y p i c e f f e c t s a n d 

h i g h e r m o r t a l i t y . T h e h i d d e n f i t n e s s e f f e c t o f t h e s e a l l e l e s i n a p o p u l a t i o n 

i s c a l l e d g e n e t i c l o a d . T h e t e r m g e n e t i c l o a d w a s o r i g i n a l l y d e f i n e d a s t h e 

c o s t o f s e l e c t i o n i n g e n e r a l ( M u l l e r 1 9 5 0 ) a n d t h i s p a r t i c u l a r a s p e c t o f 

r e c e s s i v e d e l e t e r i o u s a l l e l e s h a s b e e n a p t l y t e r m e d h i d d e n ( o r m a s k e d ) 

l o a d ( B e r t o r e l l e e t a l . 2 0 2 2 ) . F r o m t h i s p e r s p e c t i v e , t h e s e v e r i t y o f 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n d e p e n d s o n t h e l e v e l o f h i d d e n l o a d a n d t h e r a t e o f 

i n b r e e d i n g ( H e d r i c k & G a r c i a - D o r a d o 2 0 1 6 ) . T h e r a t e o f i n b r e e d i n g i s 

d e t e r m i n e d b y t h e e x t e n t o f c o m m o n a n c e s t r y , w h i c h d e p e n d s o n l i f e 

h i s t o r y t r a i t s , e c o l o g y a n d a l s o p o p u l a t i o n s i z e . T h e e x t e n t o f i n b r e e d i n g 

i s a f u n c t i o n o f N e ( K i m u r a 1 9 7 0 ) . I n s m a l l e r p o p u l a t i o n s , t w o m a t e s a r e 

m o r e l i k e l y t o b e r e l a t e d t o s o m e d e g r e e t h a n i n l a r g e r p o p u l a t i o n s . 
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I m p o r t a n t l y , i n b r e e d i n g d o e s n o t o n l y c o n c e r n c o n s a n g u i n e o u s m a t i n g 

b e t w e e n v e r y c l o s e l y r e l a t e d i n d i v i d u a l s , b u t i s a c o n t i n u o u s e f f e c t t h a t 

c a n b e m e a s u r e d d i r e c t l y f r o m g e n o m i c d a t a b a s e d o n t h e a n a l y s i s o f r u n s 

o f h o m o z y g o s i t y ( N a r a s i m h a n e t a l . 2 0 1 6 , C e b a l l o s e t a l . 2 0 1 8 ) . 

S e v e r a l a u t h o r s h a v e s h o w n t h a t t h e a m o u n t o f m a s k e d l o a d i n c r e a s e s 

w i t h N e ( H e d r i c k & G a r c i a - D o r a d o 2 0 1 6 , K y r i a z i s e t a l . 2 0 1 9 , v a n d e r 

V a l k e t a l . 2 0 1 9 , B e r t o r e l l e e t a l . 2 0 2 2 ) . I n c o n t r a s t , s m a l l e r p o p u l a t i o n s 

a p p e a r t o c a r r y l e s s m a s k e d l o a d ( B e r t o r e l l e e t a l . 2 0 2 2 ) . P u r g i n g i s t h e 

m o s t l i k e l y e x p l a n a t i o n f o r t h i s o b s e r v a t i o n ( G a r c i a - D o r a d o 2 0 1 2 , 

H e d r i c k 1 9 9 4 , C r o w 1 9 7 0 ) . P u r g i n g i s a p h e n o m e n o n o f i n c r e a s e d 

e f f i c i e n c y o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n t o r e m o v e r e c e s s i v e d e l e t e r i o u s a l l e l e s 

t h a n k s t o i n b r e e d i n g ( H e d r i c k & G a r c i a - D o r a d o 2 0 1 6 , G a r c i a - D o r a d o 

2 0 1 2 ) . B e r t o r e l l e e t a l . ( 2 0 2 2 ) h a v e s h o w n t h a t i n p o p u l a t i o n s w i t h N e 

b e l o w 1 0 0 , m a s k e d l o a d i s r a p i d l y u n m a s k e d a n d c o n t r i b u t e s t o t h e 

r e a l i s e d l o a d , i t b e c o m e s v i s i b l e t o p u r i f y i n g s e l e c t i o n . P u r g i n g h a s t h e 

p o t e n t i a l t o r e d u c e t h e a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d i n s o m e s m a l l 

p o p u l a t i o n s o f w i l d l i f e ( I b e r i a n l y n x (Lynx pardinus) - K l e i n m a n - R u i z e t 

a l . 2 0 2 2 , v a q u i t a p o r p o i s e (Phocoena sinus) - R o b i n s o n e t a l . 2 0 2 2 , 

d o m e s t i c h o r s e s (Equus caballus) - O r l a n d o & L i b r a d o 2 0 1 9 , A l p i n e i b e x 

( C a p r a i b e x ) ( G r o s s e n e t a l . 2 0 2 0 ) , i s l a n d f o x e s (Urocyon littoralis) -

R o b i n s o n e t a l . 2 0 1 8 , m o u n t a i n g o r i l l a (Gorilla beringei beringei) - X u e 

e t a l . 2 0 1 5 ) . T h e e f f e c t o f p u r g i n g w a s a l s o d e m o n s t r a t e d i n a n 

e x p e r i m e n t w i t h f r u i t f l i e s (Drosophila melanogaster) ( P e k k a l a e t a l . 

2 0 1 2 ) . H o w e v e r , t h i s e f f e c t i s n o t u n i v e r s a l , a s s u g g e s t e d b y a r e v i e w o f 

e x p e r i m e n t a l w o r k ( C r n o k r a k & B a r r e t 2 0 0 2 ) a n d t h e a b s e n c e o f p u r g i n g 

i n a t i n y p o p u l a t i o n o f C h a t h a m I s l a n d r o b i n s (Petroica traversi) 

( K e n n e d y e t a l . 2 0 1 4 ) . S i n c e g e n e t i c l o a d d e t e r m i n e s t h e s e v e r i t y o f 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n ( V a n O o s t e r h o u t 2 0 2 0 ) , u n d e r s t a n d i n g i t s d y n a m i c s 

i n r e l a t i o n t o N e a n d p u r g i n g i s o f u r g e n t i m p o r t a n c e f o r c u r r e n t 

c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s . 
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T h e f a c t t h a t b o t h m i c r o e v o l u t i o n a r y f o r c e s , g e n e t i c d r i f t a n d n a t u r a l 

s e l e c t i o n , m o d u l a t e t h e a l l e l e f r e q u e n c i e s o f p o p u l a t i o n s i m p l i e s 

p a r t i c u l a r c o n s e q u e n c e s o f t h e a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d i n s m a l l 

p o p u l a t i o n s . T h e r a t e o f g e n e t i c d r i f t , r e f l e c t e d i n N e , i n c r e a s e s w i t h 

d e c r e a s i n g p o p u l a t i o n s i z e , w h i l e t h e e f f e c t o f s e l e c t i o n d e p e n d s o n l y o n 

t h e f i t n e s s d i f f e r e n c e b e t w e e n g e n o t y p e s ( s e l e c t i o n c o e f f i c i e n t - s ) . T h e 

f i x a t i o n p r o b a b i l i t y ( P F ) o f a n e w m u t a t i o n w i t h i n i t i a l f r e q u e n c y 1 / 2 N i n 

a d i p l o i d p o p u l a t i o n o f s i z e N , a s s u m i n g t h a t t h e e f f e c t o n p h e n o t y p e i s 
l-e~s 

a d d i t i v e , i s g i v e n b y t h i s f o r m u l a : PF(1/2N) = w h e r e e i s t h e 
l - e 

b a s e o f t h e n a t u r a l l o g a r i t h m ( K i m u r a 1 9 6 2 ) . I t s t a t e s t h a t t h e p r o b a b i l i t y 

o f f i x a t i o n i s d e t e r m i n e d b y t h e r a t i o o f t h e s e l e c t i o n c o e f f i c i e n t a n d 

p o p u l a t i o n s i z e . I f w e c o n s i d e r d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s w i t h |s | « 1 / N t h e y 

m a y e v e n r e a c h f i x a t i o n d u e t o d r i f t , a l t h o u g h t h e i r e f f e c t i s d e t r i m e n t a l . 

T h e s m a l l e r t h e p o p u l a t i o n , t h e s t r o n g e r t h e e f f e c t o f m u t a t i o n s t h a t 

b e h a v e n e u t r a l l y . T h i s p h e n o m e n o n o f l e s s e f f i c i e n t s e l e c t i o n i n a s m a l l 

p o p u l a t i o n t h e o r e t i c a l l y l e a d s t o a n a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d ( L y n c h 

e t a l 1 9 9 5 ) r e f f e r e d t o a s d r i f t l o a d ( H e d r i c k & G a r c i a - D o r a d o 2 0 1 6 ) , a n d 

r e c e n t l y s e v e r a l s t u d i e s h a v e e m p i r i c a l l y c o n f i r m e d t h i s p h e n o m e n o n i n 

w i l d p o p u l a t i o n s ( R o b i n s o n e t a l 2 0 1 6 , K u t s c h e r a e t a l 2 0 2 0 , L e r o y e t a l 

2 0 2 1 , M a t h u r e t a l 2 0 2 1 ) . U l t i m a t e l y , d r i f t l o a d c a n r e d u c e p o p u l a t i o n 

v i a b i l i t y , w h i c h i n t u r n r e d u c e s N e a n d f u r t h e r i n c r e a s e s g e n e t i c l o a d 

a c c u m u l a t i o n i n a p r o c e s s k n o w n a s m u t a t i o n a l m e l t d o w n ( L y n c h e t a l . 

1 9 9 5 ) . A l t h o u g h s m a l l p o p u l a t i o n s a r e a b l e t o p u r g e m a s k e d g e n e t i c l o a d 

a s s h o w n a b o v e , t h e q u e s t i o n i s w h e t h e r t h i s c a n o u t w e i g h t h e 

a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d i n t h e l o n g r u n . T h i s q u e s t i o n , t o g e t h e r w i t h 

t h e d e m o g r a p h i c i n f e r e n c e o f m y f o c a l s p e c i e s , m o t i v a t e d t h e f i n a l 

c h a p t e r o f t h i s t h e s i s . 
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Mockingbirds of the Galapagos Islands 

P e c u l i a r b i r d s ( A v e s ) o f t h e A m e r i c a s , p o s s e s s i n g a c u r v e d b i l l , t h e s i z e 

o f t h e E u r o p e a n b l a c k b i r d (Turdus merula) a n d o b s e r v e d b o t h o n t h e 

m a i n l a n d a n d o n v a r i o u s i s l a n d s , t r i g g e r e d D a r w i n ' s d o u b t s a b o u t t h e 

i m m u t a b i l i t y o f s p e c i e s ( D a r w i n 1 8 3 9 , S t e i n h e i m e r 2 0 0 4 ) . T h e b i r d s t h a t 

s p a r k e d D a r w i n ' s e v o l u t i o n a r y t h i n k i n g a r e c a l l e d m o c k i n g b i r d s (Mimus) 

b e c a u s e t h e y t e n d t o i m i t a t e t h e v o i c e s o f o t h e r s p e c i e s . M o c k i n g b i r d s 

b e l o n g t o t h e s u p e r f a m i l y M u s c i c a p o i d e a a n d t h e i r c l o s e s t E u r o p e a n 

r e l a t i v e s a r e s t a r l i n g s (Sturnus) ( J e t z e t a l . 2 0 1 2 , S e l v a t t i e t a l . 2 0 1 5 ) . I n 

t o t a l , t h e r e a r e 1 4 s p e c i e s o f m o c k i n g b i r d s , f o u r o f w h i c h a r e e n d e m i c t o 

t h e G a l a p a g o s I s l a n d s a n d w e r e p r e v i o u s l y p l a c e d i n a s e p a r a t e g e n u s 

Nesomimus ( S w a r t h 1 9 3 1 ) . T h e f i r s t m o l e c u l a r p h y l o g e n e t i c s t u d i e s 

r e v e a l e d t h a t m o c k i n g b i r d s i n G a l a p a g o s a r e m o n o p h y l e t i c ( A r b o g a s t e t 

a l . 2 0 0 6 ) a n d t h a t t h e y a r e i n f a c t c l o s e l y r e l a t e d t o o t h e r m o c k i n g b i r d s , 

n a m e l y t h e B a h a m a m o c k i n g b i r d (Mimus gundlachii) a n d o t h e r 

c o n t i n e n t a l s p e c i e s ( e . g . N o r t h e r n m o c k i n g b i r d , M . polyglottos). F o r t h i s 

r e a s o n , d e s p i t e t h e i r u n i q u e n e s s w i t h i n t h i s g e n u s , t h e i r s c i e n t i f i c n a m e 

w a s c h a n g e d b a c k t o Mimus ( L o v e t t e e t a l . 2 0 1 2 ) . 

A l m o s t a l l G a l a p a g o s I s l a n d s h a r b o u r a p o p u l a t i o n o f t h e s e b i r d s ( F i g u r e 

l ) . T h e H o o d o r E s p a n o l a m o c k i n g b i r d ( M . macdonaldi, R i d g w a y 1 8 9 0 ) 

i n h a b i t s t h e s o u t h e r n m o s t i s l a n d o f E s p a n o l a t h a t h a s a n a r e a o f 6 0 4 8 . 0 

h a , a n d h o s t s a p p r o x i m a t e l y 6 0 0 - 1 7 0 0 m a t u r e i n d i v i d u a l s . T h e s p e c i e s i s 

c l a s s i f i e d a s v u l n e r a b l e ( B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l 2 0 2 0 a ) . T h e S a n C r i s t o b a l 

m o c k i n g b i r d ( M . melanotis, G o u l d 1 8 3 7 ) i s e n d e m i c t o t h e i s l a n d o f t h e 

s a m e n a m e , l o c a t e d a b o u t 5 0 k m n o r t h e a s t o f E s p a n o l a . I t i s a m u c h 

l a r g e r i s l a n d , c o v e r i n g a n a r e a o f 5 5 8 0 8 . 6 h a , w i t h 2 0 - 3 8 t h o u s a n d 

m a t u r e i n d i v i d u a l s . T h e s p e c i e s i s l i s t e d a s n e a r t h r e a t e n e d ( B i r d L i f e 

I n t e r n a t i o n a l 2 0 2 0 b ) . T h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d ( M . trifasciatus, G o u l d 

1 8 3 7 ) c u r r e n t l y o c c u r s o n l y o n t w o s m a l l i s l e t s n e a r F l o r e a n a i s l a n d 7 0 

k m w e s t o f E s p a n o l a . T h e s p e c i e s b e c a m e e x t i n c t f r o m F l o r e a n a a b o u t 
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1 5 0 y e a r s a g o b y t h e i n t r o d u c t i o n o f c a t s a n d r a t s ( C u r r y 1 9 8 6 ) . O n I s l a 

G a r d n e r b y F l o r e a n a , w i t h i t s 8 1 . 2 h a , a n a v e r a g e o f 1 3 1 + 4 6 i n d i v i d u a l s 

l i v e d b e t w e e n 2 0 0 3 a n d 2 0 0 8 , a n d o n C h a m p i o n , a s m a l l e r o d e d t u f t 

c o n e , w i t h i t s 9 . 5 h a , l i v e d o n l y 3 8 + 1 2 i n d i v i d u a l s ( J i m e n e z - U z c a t e g u y 

e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e d i v e r g e n c e b e t w e e n t h e s e t w o p o p u l a t i o n s i s o n l y 

s h a l l o w , a s t h e y w e r e c o n n e c t e d i n t h e p a s t v i a F l o r e a n a ( H o e c k e t a l . 

2 0 1 0 a ) , b u t t h e f i x a t i o n i n d e x F s t b e t w e e n t h e p o p u l a t i o n s b a s e d o n 

m i c r o s a t e l l i t e s i s h i g h d u e t o g e n e t i c d r i f t ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . T h i s 

s p e c i e s i s c o n s i d e r e d e n d a n g e r e d ( B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l 2 0 1 8 a ) . T h e 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d ( M . parvulus), t h e l a s t a n d m o s t w i d e s p r e a d 

s p e c i e s , i n h a b i t s t h e r e s t o f t h e a r c h i p e l a g o a n d i s t h e l e a s t c o n c e r n e d 

f r o m a c o n s e r v a t i o n p e r s p e c t i v e ( B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l 2 0 1 8 b ) . 

G a r d n e r b y F l o r e a n a M. macdonaldi 

Figure 1 D i s t r i b u t i o n o f s p e c i e s a n d p o p u l a t i o n s o f m o c k i n g b i r d s i n t h e 

G a l a p a g o s I s l a n d s ( A ) w i t h t h e i r c o n t i n e n t a l r e l a t i v e ( B ) a s o u t g r o u p i n 

a n i l l u s t r a t i v e s p e c i e s p h y l o g e n e t i c t r e e b a s e d o n L o v e t t e e t a l . ( 2 0 1 2 ) 

( C ) . P h o t o o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d ( M . parvulus) b y J a n S t e f k a a n d 
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n o r t h e r n m o c k i n g b i r d ( M . polyglottos) b y R e n e e C C B Y 2 . 0 , F l i c k r . T h e 

a b b r e v i a t i o n M m s t a n d s f o r m i l l i o n s o f m e t r e s . 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d i s t h e o n l y p o l y t y p i c m o c k i n g b i r d i n G a l a p a g o s 

w i t h 6 s u b s p e c i e s o c c u r r i n g i n t h e c e n t r a l , w e s t e r n a n d n o r t h e r n i s l a n d s . 

M . p. hulli ( R o t h s c h i l d 1 8 9 8 ) i n h a b i t s t h e n o r t h e r n m o s t s m a l l i s l a n d o f 

D a r w i n ( 1 1 0 h a ) . M . p. wenmani ( S w a r t h 1 9 3 1 ) o c c u r s o n W o l f ( 1 3 0 h a ) , 

w h i c h i s a b o u t 3 8 k m s o u t h - e a s t o f D a r w i n . M . p. personatus ( R i d g w a y 

1 8 9 0 ) i s e n d e m i c t o P i n t a ( 5 9 4 0 h a ) , M a r c h e n a ( 1 2 9 9 6 h a ) , S a n t i a g o 

( 5 8 4 6 5 h a ) a n d Räbida ( 4 9 9 ) , i s l a n d s n o r t h o f S a n t a C r u z ( F i g u r e 1 ) . M . 

p. bauri ( R i d g w a y 1 8 9 4 ) i s e n d e m i c t o G e n o v e s a ( 1 4 1 1 h a ) a n d i s 

p r o b a b l y a h y b r i d b e t w e e n M . parvulus a n d M . melanoüs ( N i e t l i s b a c h e t 

a l . 2 0 1 3 ) . M . p. parvulus ( G o u l d 1 8 3 7 ) i n h a b i t s t h e c e n t r a l a n d 

w e s t e r n m o s t i s l a n d s o f S a n t a C r u z ( 9 8 5 5 5 h a ) , I s a b e l a ( 4 5 8 8 1 2 h a ) , 

F e r n a n d i n a ( 6 4 2 4 8 h a ) a n d n e a r b y i s l e t s . F i n a l l y , M . p. barringtoni i s 

f o u n d o n S a n t a F e ( 2 4 1 3 h a ) , w h i c h l i e s b e t w e e n S a n t a C r u z a n d S a n 

C r i s t o b a l . W i t h t h i s d e t a i l e d d e s c r i p t i o n , I w a n t e d t o i l l u s t r a t e t h a t e a c h 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n i n h a b i t s a n i s l a n d o f d i f f e r e n t s i z e , w h i c h i s a n 

e s s e n t i a l f e a t u r e w i t h r e g a r d t o t h i s t h e s i s . 

L o n g - t e r m s t u d i e s o f p o p u l a t i o n e c o l o g y , m a i n l y o n G e n o v e s a b u t a l s o o n 

o t h e r i s l a n d s , p r o v i d e d d e t a i l e d i n f o r m a t i o n o n t h e f a c t o r s a f f e c t i n g t h e 

d e m o g r a p h y o f m o c k i n g b i r d s i n G a l a p a g o s . C u r r y & G r a n t ( 1 9 8 9 ) 

f o l l o w e d t h e p o p u l a t i o n o n G e n o v e s a f o r m o r e t h a n 1 1 y e a r s a n d w e r e 

a b l e t o s h o w t h a t r a i n f a l l h a s a d e c i s i v e i n f l u e n c e o n b r e e d i n g p h e n o l o g y 

a n d r e p r o d u c t i v e s u c c e s s . I n d r y y e a r s , t h e b i r d s d i d n o t b r e e d a t a l l , 

w h i l e i n w e t y e a r s t h e r e w a s a n u p s u r g e o f b r e e d i n g a s t h e f o o d s u p p l y 

i n c r e a s e d . P o p u l a t i o n d e n s i t y w a s c o n s e q u e n t l y i n f l u e n c e d b y t h e 

c o n t i n u i n g c l i m a t i c o s c i l l a t i o n , d r i v e n b y t h e E l N i n o - S o u t h e r n 

O s c i l l a t i o n ( E N S O ) p h e n o m e n o n ( C u r r y & G r a n t 1 9 8 9 ) . T h e a v e r a g e 

g e n e r a t i o n t i m e h a s b e e n e s t i m a t e d a t 4 . 5 y e a r s , a t l e a s t f o r t h e F l o r e a n a 

m o c k i n g b i r d ( G r a n t e t a l . 2 0 0 0 ) . 
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M o c k i n g b i r d s a r e f o o d g e n e r a l i s t s . 

T h e y f o r a g e f r o m c e n t i p e d e s 

(Scolopendra galapagoensis) 

t o t i s s u e s u r r o u n d i n g o p u n t i a s e e d s 

(Opuntia megasperma) ( G r a n t & G r a n t 1 9 7 9 ) 

a n d t h e y c a n a l s o d r i n k v i t a l f l u i d s 

f r o m s e a l i o n s ' w o u n d s 

(Zalophus californianus - C u r r y & A n d e r s o n 1 9 8 7 ) . 

M o c k i n g b i r d s a r e a l s o k n o w n f o r t h e i r c o o p e r a t i v e b r e e d i n g s t r a t e g y 

( K i n n a i r d & G r a n t 1 9 8 2 ) , w h i c h i s p r o b a b l y d u e t o t h e l i m i t e d t e r r i t o r i e s 

o n a r a n g e - r e s t r i c t e d i s l a n d ( C u r r y 1 9 8 9 ) . T h e e x t e n t o f h e l p i n g b e h a v i o u r 

a l s o d e p e n d s o n E N S O , w i t h h e l p e r s u s u a l l y b e i n g m a l e s a n d t h e i r 

c o n t r i b u t i o n i n c r e a s i n g r e p r o d u c t i v e s u c c e s s ( C u r r y & G r a n t 1 9 8 9 ) . 

C o o p e r a t i v e b r e e d i n g h a s b e e n o b s e r v e d i n a l l s p e c i e s e x c e p t t h e S a n 

C r i s t o b a l m o c k i n g b i r d ( C u r r y 1 9 8 9 ) . O n t h e t i n y C h a m p i o n I s l a n d , w h i c h 

c a n t y p i c a l l y a c c o m m o d a t e o n l y 1 1 t e r r i t o r i e s , c o o p e r a t i v e b r e e d i n g a n d 

b r o o d e r s ' t o l e r a n c e o f n o n - b r e e d e r s a l l o w t h e p r e s e n c e o f t w i c e a s m a n y 

s e x u a l l y m a t u r e i n d i v i d u a l s a s w o u l d o t h e r w i s e f i t i n t h e l i m i t e d n u m b e r 

o f t e r r i t o r i e s ( C u r r y 1 9 8 9 , G r a n t e t a l . 2 0 0 0 ) . T h u s , a p a r t f r o m i s l a n d s i z e , 

t h e s e d e m o g r a p h i c f l u c t u a t i o n s m u s t a l s o i n f l u e n c e t h e r a t e o f g e n e t i c 

s t o c h a s t i c i t y ( N e ) e x p e r i e n c e d b y m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s . 

M o r t a l i t y i s a n o t h e r d e m o g r a p h i c p h e n o m e n o n t h a t d e t e r m i n e s 

p o p u l a t i o n d e n s i t y a n d N e . T h e s o u r c e o f m o r t a l i t y i s l a r g e l y u n k n o w n i n 

m o c k i n g b i r d s , b u t t h e p o x v i r u s o r o t h e r v i r u s e s i n t r o d u c e d t o G a l a p a g o s 

w i t h p o u l t r y ( D e e m e t a l . 2 0 1 2 ) w e r e m o s t l i k e l y r e s p o n s i b l e f o r a n 

e p i z o o t i c o u t b r e a k i n 1 9 8 2 - 8 3 o n G e n o v e s a ( C u r r y & G r a n t 1 9 8 9 ) . I n 

c o n t r a s t , f l e d g l i n g s u c c e s s i n m o c k i n g b i r d s d o e s n o t a p p e a r t o b e a f f e c t e d 

b y a n i n v a s i v e f l y p a r a s i t e , Philornis downsi, w h i c h s e v e r e l y i m p a c t s 
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D a r w i n ' s f i n c h s u r v i v a l ( K n u t i e e t a l . 2 0 1 6 ) . T h e r e m n a n t p o p u l a t i o n s o f 

F l o r e a n a m o c k i n g b i r d s a r e u n d e r s p e c i a l p r o t e c t i o n ( C h a r l e s D a r w i n 

F o u n d a t i o n 2 0 0 8 ) a n d t h e r e f o r e c o m p l e x s u r v e y s f o r p a r a s i t e s a n d 

h a e m a t o l o g y w e r e c o n d u c t e d t o a s s e s s p o t e n t i a l t h r e a t s ( D e e m e t a l . 

2 0 1 1 ) . N o s e r i o u s v i r a l o r b a c t e r i a l p a t h o g e n s s u c h a s m y c o p l a s m a , 

c h l a m y d o p h i l a o r p a r a m y x o v i r u s w e r e f o u n d i n t h e p o p u l a t i o n s a n d o n l y 

c o c c i d i a n p a r a s i t e s w e r e p r e s e n t i n t h e G a r d n e r b y F l o r e a n a . A l t h o u g h t h e 

C h a m p i o n p o p u l a t i o n a p p e a r s t o b e l e s s h e a l t h y c o m p a r e d t o G a r d n e r b y 

F l o r e a n a b a s e d o n h a e m a t o l o g y ( D e e m e t a l . 2 0 1 1 ) , C h a m p i o n , b e i n g a n 

e x t r e m e l y s m a l l p o p u l a t i o n , h a s n o a b n o r m a l i t i e s t h a t w o u l d i n d i c a t e 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n ( G r a n t e t a l . 2 0 0 0 ) . H o w e v e r , f u r t h e r r i s k 

a s s e s s m e n t t h r o u g h i m m u n o g e n e t i c d i v e r s i t y a n a l y s i s h a s b e e n c a l l e d f o r 

( H o e c k & K e l l e r 2 0 1 2 ) . 

P o p u l a t i o n g e n e t i c s t u d i e s o f m o c k i n g b i r d s i n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s 

r e v e a l e d t h a t e a c h i s l a n d f o r m s a n a l l o p a t r i c d e m e . H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 b ) 

l a i d t h e f o u n d a t i o n f o r t h i s t h e s i s b y s h o w i n g t h a t m o s t p o p u l a t i o n s a r e 

w e l l s e p a r a t e d a n d t h a t i s l a n d s i z e c o r r e l a t e s w i t h N e b a s e d o n 1 7 

m i c r o s a t e l l i t e l o c i . T h e y a l s o s h o w e d t h a t p o p u l a t i o n s a r e i n 

d r i f t - m u t a t i o n e q u i l i b r i u m b a s e d o n h i s t o r i c a l s a m p l e s f r o m o l d e r 

e x p e d i t i o n s , a n d t h a t d i v e r s i t y d e c r e a s e d o n l y i n t h e s m a l l e s t p o p u l a t i o n 

o f C h a m p i o n . I n a f o l l o w - u p s t u d y , H o e c k & K e l l e r ( 2 0 1 2 ) i n v e s t i g a t e d 

w h e t h e r m o r e i n b r e d p o p u l a t i o n s a l s o h a d h i g h e r s u s c e p t i b i l i t y t o 

p a t h o g e n s o r l o w e r i m m u n o c o m p e t e n c e t o t e s t t h e h y p o t h e s i s t h a t 

i n b r e e d i n g a n d l o w g e n e t i c d i v e r s i t y i n s m a l l p o p u l a t i o n s r e d u c e t h e i r 

v i a b i l i t y ( M c C a l l u m & D o b s o n 1 9 9 5 ) . S e v e r a l i n d i c e s o f i m m u n e h e a l t h 

b a s e d o n w h i t e b l o o d c e l l c o u n t , h a e m o l y s i s - h a e m a g g l u t i n a t i o n t e s t a n d 

p a r a s i t e c o u n t , s h o w e d n o c o r r e l a t i o n w i t h i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t s . H o e c k 

& K e l l e r ( 2 0 1 2 ) s p e c u l a t e d o n s e v e r a l e x p l a n a t i o n s a s t o w h y t h e b i r d s o n 

t h e s m a l l e r i s l a n d s a r e n o t l e s s h e a l t h y t h a n t h e i r c o n s p e c i f i c s o n t h e 

l a r g e r i s l a n d s . O n e o f t h e h y p o t h e s e s w a s t h a t p o p u l a t i o n s t h a t a r e s m a l l 

o v e r a l o n g p e r i o d o f t i m e m a y h a v e a l r e a d y p u r g e d t h e g e n e t i c l o a d o r 

a d a p t e d t h e i r i m m u n e s y s t e m s . T h e s e w e r e t h e t r i g g e r i n g i d e a s f o r m y 

2 6 



I n t r o d u c t i o n 

r e s e a r c h . A t t h e s a m e t i m e , m y P h D s u p e r v i s o r w a s i n v o l v e d i n r e s e a r c h 

o n m o c k i n g b i r d s , w h i c h s h o w e d t h a t t w o e c t o p a r a s i t e s p e c i e s s h a r e t h e 

s a m e p h y l o g e o g r a p h i c p a t t e r n s a s t h e i r h o s t s ( S t e f k a e t a l . 2 0 1 1 ) . T h i s 

c o n f i r m e d t h e f i n d i n g s o f H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 b ) t h a t i n t e r - i s l a n d m i g r a t i o n 

i s v e r y l i m i t e d a n d p o p u l a t i o n s a r e w e l l - d e f i n e d d e m e s w h e r e i s l a n d s i z e 

d e t e r m i n e s t h e e x t e n t o f g e n e t i c d r i f t . 

Aims of the thesis 

M y m a i n a i m w a s t o i n v e s t i g a t e h o w s p e c i f i c d e m o g r a p h i c c o n d i t i o n s i n 

m o c k i n g b i r d s i n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s ( i . e . l i m i t e d a r e a a n d i s o l a t i o n ) 

a f f e c t t h e e v o l u t i o n o f i m m u n e g e n e s , t h e d e g r e e o f i n b r e e d i n g a n d 

g e n e t i c l o a d . 

A s m e n t i o n e d e a r l i e r , s m a l l p o p u l a t i o n s i z e i n t r o d u c e s s p e c i f i c 

s e c o n d - o r d e r g e n e t i c , e c o l o g i c a l a n d d e m o g r a p h i c f a c t o r s t h a t h a v e t h e 

p o t e n t i a l t o d e s t a b i l i s e t h e p o p u l a t i o n b y f u r t h e r r e d u c i n g i t s v i a b i l i t y 

( L a n d e e t a l . 2 0 0 3 , W i l l i e t a l . 2 0 0 6 , S p i e l m a n e t a l . 2 0 0 4 , A l l e n d o r f e t a l . 

2 0 1 3 ) . I f o c u s e d o n g e n e t i c f a c t o r s a n d p a r t i c u l a r l y i m m u n o g e n e t i c 

f a c t o r s b e c a u s e a t t h e b e g i n n i n g o f m y s t u d y , t h e o r y p r e v a i l e d o v e r 

e m p i r i c a l e v i d e n c e i n t h i s r e s e a r c h a r e a . F u r t h e r m o r e , I f o c u s e d o n 

g e n e t i c f a c t o r s b e c a u s e n e w l y d e v e l o p e d m e t h o d s f o r h i g h - t h r o u g h p u t 

D N A s e q u e n c i n g b e c a m e a v a i l a b l e ( E k b l o m & G a l i n d o 2 0 1 1 ) . I t m u s t b e 

n o t e d h e r e t h a t g e n e t i c f a c t o r s a r e u n l i k e l y t o d e l i v e r t h e c o u p d e g r a c e , 

y e t t h e y c e r t a i n l y c o n t r i b u t e t o t h e p o t e n t i a l e x t i n c t i o n v o r t e x o f a 

p o p u l a t i o n ( S p i e l m a n e t a l . 2 0 0 4 ) . L o s s o f g e n e t i c d i v e r s i t y i s t h e f i r s t 

f a c t o r , w h i c h i s c o n s i d e r a b l e , e s p e c i a l l y a t l o c i w h e r e p o l y m o r p h i s m i s 

e s s e n t i a l f o r p a t h o g e n r e c o g n i t i o n ( S o m m e r 2 0 0 5 ) . T h e s e c o n d g e n e t i c 

f a c t o r i s t h e i n t r o d u c t i o n o f d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s t h a t i m p a i r t h e f u n c t i o n 

o f a p a r t i c u l a r p r o t e i n . T h e t h i r d f a c t o r i s a n i n c r e a s e i n h o m o z y g o s i t y , 

w h i c h i n d u c e s t h e e x p r e s s i o n o f r e c e s s i v e d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s a n d 

p o t e n t i a l l y l e a d s t o p u r g i n g ( C r o w 1 9 7 0 , H e d r i c k 1 9 9 4 ) . T h e o r e t i c a l l y , 

t h e d e g r e e o f i n f l u e n c e o f t h e s e f a c t o r s i s d i r e c t l y r e l a t e d t o p o p u l a t i o n 
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s i z e . M y g e n e r a l o b j e c t i v e w a s t o t e s t e m p i r i c a l l y w h e t h e r t h e m o l e c u l a r 

i n d i c e s r e f l e c t i n g t h e s e t h r e e f a c t o r s c o v a r y w i t h p o p u l a t i o n s i z e i n t h e 

c a s e o f m o c k i n g b i r d s i n G a l a p a g o s . I n o t h e r w o r d s , h o w i s t h e i n t e r a c t i o n 

o f g e n e t i c d r i f t , i n b r e e d i n g a n d n a t u r a l s e l e c t i o n m o d u l a t e d b y p o p u l a t i o n 

s i z e . 

The first specific objective addressed in Chapter I was to show how the 

polymorphism of the beta subunit of the major histocompatibility complex 

class II (MHCIIfi) evolved in populations of mockingbirds of different 

sizes in Galapagos. T h e M H C I i p s u b u n i t , a n d i n p a r t i c u l a r t h e r e g i o n w e 

s e q u e n c e d , i s i n d i r e c t c o n t a c t w i t h p a t h o g e n i c p a r t i c l e s ( M u r p h y & 

J a n e w a y 2 0 0 8 ) . T h e s e p a r t i c l e s n e e d t o b e r e c o g n i s e d a n d b o u n d t o 

M H C I i p , w h i c h t r i g g e r s a n a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e ( M u r p h y & 

J a n e w a y 2 0 0 8 ) . F o r t h i s r e a s o n , M H C I I ( 3 i s u n d e r s t r o n g 

p a t h o g e n - m e d i a t e d b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( P M B S ) , w h i c h m a i n t a i n s h i g h 

p o l y m o r p h i s m ( S p u r g i n & R i c h a r d s o n 2 0 1 0 ) . W e c o m p a r e d G a l a p a g o s 

p o p u l a t i o n s w i t h a m a i n l a n d m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n o f t h e c l o s e l y 

r e l a t e d N o r t h e r n m o c k i n g b i r d ( M . polyglottos). W e h y p o t h e s i s e d t h a t 

v a r i o u s i n d i c e s o f p o l y m o r p h i s m w o u l d b e s m a l l e r i n t h e i s l a n d 

p o p u l a t i o n s t h a n i n t h e l a r g e r m a i n l a n d p o p u l a t i o n , a n d t h a t w i t h i n t h e 

a r c h i p e l a g o t h e s e i n d i c e s w o u l d c o r r e l a t e w i t h i s l a n d a r e a a n d n e u t r a l 

m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y w h e n g e n e t i c d r i f t p r e d o m i n a t e s o v e r b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n . W e u s e d i n d i c e s r e f l e c t i n g b o t h g e n e t i c p o l y m o r p h i s m a n d 

p r o t e i n p h y s i c o c h e m i c a l t r a i t s a s s e s s e d b y g r o u p i n g o f f u n c t i o n a l l y 

s i m i l a r p r o t e i n v a r i a n t s i n t o s u p e r t y p e s ( D o y t c h i n o v a & F l o w e r 2 0 0 5 ) . 

W e a l s o e x a m i n e d m o l e c u l a r p o l y m o r p h i s m f o r e v i d e n c e o f b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n , i n d i c a t e d e i t h e r b y d N / d S r a t i o s o r t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m . 

In addition, we examined the relationship between louse abundance and 

MHCIip supertypes to show the functional impact on ectoparasite load, 

which is covered in Chapter II. I n o u r n a t u r a l s e t t i n g , w i t h p o p u l a t i o n s o f 

d i f f e r e n t s i z e s , w e f u r t h e r t e s t e d s p e c i f i c h y p o t h e s e s o n M H C e v o l u t i o n . 

W e t e s t e d f o r t h e p r e s e n c e o f a d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e ( W a k e l a n d e t 

a l . 1 9 9 0 ) , i . e . s i m p l y p u t , w h e t h e r i n s m a l l e r p o p u l a t i o n s m o r e d i v e r g e n t 
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a l l e l e s o c c u r , t o o f f s e t t h e e f f e c t o f l o w e r a l l e l e c o u n t . W e h a v e t r i e d t o 

f i n d e v i d e n c e f o r t h e d r i f t - a c r o s s - l o c i h y p o t h e s i s , w h i c h s t a t e s t h a t d u e t o 

t h e p r e s e n c e o f m u l t i p l e p a r a l o g u e s , d i v e r s i t y i n t h e M H C i s l o s t m o r e 

r a p i d l y i n s m a l l e r a n d b o t t l e n e c k e d p o p u l a t i o n s ( E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ) . 

The second specific target covered in Chapter III is similar to the 

previous one, except that we have focused on various Toll-like receptors 

(TLR), which also carry adaptive polymorphism relevant in innate 

immune response. W e c a l c u l a t e d t h e d i v e r s i t y o f s y n o n y m o u s s i t e s ( i . e . 

w i t h o u t s e l e c t i o n , n e u t r a l ) a n d n o n - s y n o n y m o u s s i t e s ( i . e . u n d e r 

s e l e c t i o n , n o n - n e u t r a l ) a n d h y p o t h e s i s e d t h a t n e u t r a l d i v e r s i t y i s s h a p e d 

b y g e n e t i c d r i f t , w h i l e t h e l i n e a r r e l a t i o n s h i p b e t w e e n i s l a n d a r e a a n d 

n o n - n e u t r a l d i v e r s i t y i s b i a s s e d d u e t o t h e e f f e c t o f s e l e c t i o n ( o r t h e 

i n t e r a c t i o n o f b o t h m i c r o e v o l u t i o n a r y f o r c e s ) . I n a d d i t i o n , w e i n v e s t i g a t e d 

t h e p h e n o t y p i c c o n s e q u e n c e s o f n o n - s y n o n y m o u s m u t a t i o n s b y a n a l y s i n g 

t h e d i s t r i b u t i o n o f p r o t e i n v a r i a n t s a c r o s s t h e a r c h i p e l a g o a n d t h e i r 

p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s s u c h a s t e r t i a r y s t r u c t u r e a n d s u r f a c e c h a r g e , 

w h i c h w a s i n s p i r e d b y t h e w o r k o f T e s i c k y e t a l . ( 2 0 2 0 ) . I n a d d i t i o n , w e 

a l s o i n c l u d e d t h e N o r t h e r n m o c k i n g b i r d , a r e l a t i v e o n t h e m a i n l a n d , t o 

c o m p a r e t h e e x t e n t o f p o l y m o r p h i s m a n d t o t e s t w h e t h e r s e l e c t i o n 

c o n s t r a i n s h a v e c h a n g e d b e t w e e n t h e m a i n l a n d a n d t h e G a l a p a g o s 

I s l a n d s . 

The third specific objective, covered in Chapter I V , was to clarify the 

past demography and colonisation history of Galapagos mockingbirds 

and to show how demography, in combination with limited island area, 

influenced inbreeding, genomic diversity and the extent of genetic load. 

S p e c i f i c a l l y , w e r e s e q u e n c e d w h o l e g e n o m e s o f t h r e e i n d i v i d u a l s f r o m 

e a c h o f t h e e i g h t p o p u l a t i o n s o f F l o r e a n a a n d G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s 

r e p r e s e n t i n g s m a l l ( C h a m p i o n , G a r d n e r b y F l o r e a n a , D a r w i n , W o l f ) , 

m e d i u m ( P i n t a a n d M a r c h e n a ) a n d l a r g e p o p u l a t i o n s i z e c a t e g o r i e s ( S a n t a 

C r u z a n d I s a b e l a ) . W e m a p p e d t h e r e s e q u e n c i n g d a t a t o a n o r i g i n a l 

g e n o m e a s s e m b l y a n d d e t e r m i n e d g e n o t y p e s f o r e a c h g e n o m i c p o s i t i o n . 
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U s i n g t h e s e d a t a , w e i n f e r r e d h i s t o r i c a l e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e a n d 

h y p o t h e s i s e d t h a t t h e r e w a s a s i n g l e c o l o n i s a t i o n b o t t l e n e c k , f o l l o w e d b y 

a d i v e r g e n c e o f p o p u l a t i o n s a n d a d e c l i n e i n t h e i r N e . W e t h e n c a l c u l a t e d 

n u c l e o t i d e d i v e r s i t y , N e , h e t e r o z y g o s i t y , t h e l e v e l s o f i n b r e e d i n g a n d t w o 

i n d i c e s r e p r e s e n t i n g m a s k e d a n d r e a l i s e d l o a d , a n d w e t e s t e d t h e e f f e c t s 

o f i s l a n d s i z e o n t h e s e i n d i c e s . B a s e d o n p o p u l a t i o n g e n e t i c t h e o r y 

( K i m u r a 1 9 8 3 ) , w e a s s u m e d t h a t t h e i n d i c e s o f d i v e r s i t y a n d N e d e p e n d 

p r e d o m i n a n t l y o n i s l a n d a r e a d u e t o g e n e t i c d r i f t , a n d t h a t i n b r e e d i n g i s 

a n i n v e r s e f u n c t i o n o f i s l a n d a r e a d u e t o t h e l i m i t e d n u m b e r o f u n r e l a t e d 

m a t e s . F i n a l l y , w e h y p o t h e s i s e d t o s e e l o w e r m a s k e d ( a d d i t i v e ) g e n e t i c 

l o a d a n d h i g h e r r e a l i s e d ( r e c e s s i v e ) l o a d i n s m a l l e r p o p u l a t i o n s c o m p a r e d 

t o l a r g e r a n d m e d i u m p o p u l a t i o n s i f p u r g i n g i s a b l e t o p r e v e n t t h e 

a c c u m u l a t i o n o f d e l e t e r i o u s a l l e l e s , a s t h e t h e o r y s u g g e s t s ( C r o w 1 9 7 0 , 

H e d r i c k 1 9 9 4 ) . 
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e v o l u t i o n , 2 8 , 1 7 0 3 - 1 5 . 

A l c a i d e M , E d w a r d s S V . , N e g r o J J , S e r r a n o D , T e l i a J L ( 2 0 0 8 ) 

E x t e n s i v e p o l y m o r p h i s m a n d g e o g r a p h i c a l v a r i a t i o n a t a p o s i t i v e l y 

s e l e c t e d M H C c l a s s I I B g e n e o f t h e l e s s e r k e s t r e l (Falco 

naumanni). M o l e c u l a r e c o l o g y , 1 7 , 2 6 5 2 - 6 5 . 

A l l e n d o r f F W ( 1 9 8 6 ) G e n e t i c d r i f t a n d t h e l o s s o f a l l e l e s v e r s u s 

h e t e r o z y g o s i t y . Z o o B i o l o g y , 5 , 1 8 1 - 1 9 0 . 

A l l e n d o r f F W , L u i k a r t G , A i t k e n S N ( 2 0 1 3 ) C o n s e r v a t i o n a n d t h e 

g e n e t i c s o f p o p u l a t i o n s . W i l e y - B l a c k w e l l , C h i c h e s t e r . 

A n d r e a s s e n H P , S u n d e l l J , E c k e F e t a l . ( 2 0 2 1 ) P o p u l a t i o n c y c l e s a n d 

o u t b r e a k s o f s m a l l r o d e n t s : t e n e s s e n t i a l q u e s t i o n s w e s t i l l n e e d t o 

s o l v e . O e c o l o g i a , 1 9 5 , 6 0 1 - 6 2 2 . 

A n d r e s A M , H u b i s z M J , I n d a p A e t a l . ( 2 0 0 9 ) T a r g e t s o f B a l a n c i n g 
S e l e c t i o n i n t h e H u m a n G e n o m e . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 
2 6 , 2 7 5 5 - 2 7 6 4 . 

A r a u c o - S h a p i r o G , S c h u m a c h e r K I , B o e r s m a D , B o u z a t J L ( 2 0 2 0 ) T h e 

r o l e o f d e m o g r a p h i c h i s t o r y a n d s e l e c t i o n i n s h a p i n g g e n e t i c 

d i v e r s i t y o f t h e G a l a p a g o s p e n g u i n (Spheniscus mendiculus). P L o S 

O N E , 1 5 , 1 - 2 0 . 

A r b o g a s t B S , D r o v e t s k i S V , C u r r y R L ( 2 0 0 6 ) T h e o r i g i n a n d 
d i v e r s i f i c a t i o n o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . E v o l u t i o n , 6 0 , 3 7 0 - 3 8 2 . 

A t h r e y G , F a u s t N , C h a r l o t t e H i e k e A S , B r i s b i n I L ( 2 0 1 8 ) E f f e c t i v e 
p o p u l a t i o n s i z e s a n d a d a p t i v e g e n e t i c v a r i a t i o n i n a c a p t i v e b i r d 
p o p u l a t i o n . P e e r J , 2 0 1 8 , 1 - 2 1 . 

d e B a k k e r P I W , R a y c h a u d h u r i S ( 2 0 1 2 ) I n t e r r o g a t i n g t h e m a j o r 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x w i t h h i g h - t h r o u g h p u t g e n o m i c s . H u m a n 

m o l e c u l a r g e n e t i c s , 2 1 , R 2 9 - 3 6 . 
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B a r n o s k y A D , M a t z k e N , T o m i y a S e t a l . ( 2 0 1 1 ) H a s t h e E a r t h ' s s i x t h 

m a s s e x t i n c t i o n a l r e a d y a r r i v e d ? N a t u r e , 4 7 1 , 5 1 - 5 7 . 

B a r r e i r o L B , B e n - A l i M , Q u a c h H e t a l . ( 2 0 0 9 ) E v o l u t i o n a r y D y n a m i c s 

o f H u m a n T o l l - L i k e R e c e p t o r s a n d T h e i r D i f f e r e n t C o n t r i b u t i o n s t o 

H o s t D e f e n s e . P L o S G e n e t i c s , 5 , e l 0 0 0 5 6 2 . 

B a t e s o n Z W , H a m m e r l y S C , J o h n s o n J A e t a l . ( 2 0 1 6 ) S p e c i f i c a l l e l e s a t 
i m m u n e g e n e s , r a t h e r t h a n g e n o m e - w i d e h e t e r o z y g o s i t y , a r e r e l a t e d 
t o i m m u n i t y a n d s u r v i v a l i n t h e c r i t i c a l l y e n d a n g e r e d A t t w a t e r ' s 
p r a i r i e - c h i c k e n . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 5 , 4 7 3 0 - 4 7 4 4 . 

B e r n a t c h e z L , L a n d r y C ( 2 0 0 3 ) M H C s t u d i e s i n n o n m o d e l v e r t e b r a t e s : 

w h a t h a v e w e l e a r n e d a b o u t n a t u r a l s e l e c t i o n i n 1 5 y e a r s ? J o u r n a l 

o f e v o l u t i o n a r y b i o l o g y , 1 6 , 3 6 3 - 7 7 . 

B e r t o r e l l e G , R a f f i n i F , B o s s e M e t a l . ( 2 0 2 2 ) G e n e t i c l o a d : g e n o m i c 

e s t i m a t e s a n d a p p l i c a t i o n s i n n o n - m o d e l a n i m a l s . N a t u r e R e v i e w s 

G e n e t i c s , 2 3 , 4 9 2 - 5 0 3 . 

B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l . 2 0 2 0 a . Mimus macdonaldi. T h e I U C N R e d L i s t 

o f T h r e a t e n e d S p e c i e s 2 0 2 0 : e . T 2 2 7 1 1 0 7 0 A 1 8 2 7 3 8 3 5 4 . 

h t t p s : / / d x . d o i . o r g / 1 0 . 2 3 0 5 / I U C N . U K . 2 0 2 0 - 3 . R L T S . T 2 2 7 1 1 0 7 0 A 1 8 

2 7 3 8 3 5 4 . e n . A c c e s s e d o n 0 3 O c t o b e r 2 0 2 2 . 

B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l . 2 0 2 0 b . Mimus melanotis. T h e I U C N R e d L i s t o f 
T h r e a t e n e d S p e c i e s 2 0 2 0 : e . T 2 2 7 1 1 0 7 8 A 1 8 0 9 9 0 4 1 5 . 
h t t p s : / / d x . d o i . o r g / 1 0 . 2 3 0 5 / I U C N . U K . 2 0 2 0 - 3 . R L T S . T 2 2 7 1 1 0 7 8 A 1 8 
0 9 9 0 4 1 5 . e n . A c c e s s e d o n 0 3 O c t o b e r 2 0 2 2 . 

B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l . 2 0 1 8 a . Mimus trifasciatus. T h e I U C N R e d L i s t 

o f T h r e a t e n e d S p e c i e s 2 0 1 8 : e . T 2 2 7 1 1 0 6 3 A 1 3 2 0 9 3 4 2 8 . 

h t t p s : / / d x . d o i . o r g / 1 0 . 2 3 0 5 / I U C N . U K . 2 0 1 8 - 2 . R L T S . T 2 2 7 1 1 0 6 3 A 1 3 

2 0 9 3 4 2 8 . e n . A c c e s s e d o n 0 3 O c t o b e r 2 0 2 2 . 

B i r d L i f e I n t e r n a t i o n a l . 2 0 1 8 b . Mimus parvulus. T h e I U C N R e d L i s t o f 
T h r e a t e n e d S p e c i e s 2 0 1 8 : e . T 2 2 7 1 1 0 5 3 A 1 3 2 0 9 3 2 6 0 . 
h t t p s : / / d x . d o i . o r g / 1 0 . 2 3 0 5 / I U C N . U K . 2 0 1 8 - 2 . R L T S . T 2 2 7 1 1 0 5 3 A 1 3 
2 0 9 3 2 6 0 . e n . A c c e s s e d o n 0 3 O c t o b e r 2 0 2 2 . 

3 2 

https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2020-3.RLTS.T22711070A18
https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2020-3.RLTS.T22711078A18
https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2018-2.RLTS.T22711063A13
https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2018-2.RLTS.T22711053A13


I n t r o d u c t i o n 

B r o u w e r L , B a r r I , v a n d e P o l M e t a l . ( 2 0 1 0 ) M H C - d e p e n d e n t s u r v i v a l 

i n a w i l d p o p u l a t i o n : e v i d e n c e f o r h i d d e n g e n e t i c b e n e f i t s g a i n e d 

t h r o u g h e x t r a - p a i r f e r t i l i z a t i o n s . M o l e c u l a r E c o l o g y , 1 9 , 3 4 4 4 - 5 5 . 

B r o w n l i e R , A l l a n B ( 2 0 1 1 ) A v i a n t o l l - l i k e r e c e p t o r s . C e l l a n d T i s s u e 

R e s e a r c h , 3 4 3 , 1 2 1 - 1 3 0 . 

C a i n A , S h e p p a r d P M ( 1 9 5 4 ) T h e T h e o r y o f A d a p t i v e P o l y m o r p h i s m . 

T h e A m e r i c a n N a t u r a l i s t , 8 8 , 3 2 1 - 3 2 6 . 

C e b a l l o s G , E h r l i c h P R , D i r z o R ( 2 0 1 7 ) B i o l o g i c a l a n n i h i l a t i o n v i a t h e 

o n g o i n g s i x t h m a s s e x t i n c t i o n s i g n a l e d b y v e r t e b r a t e p o p u l a t i o n 

l o s s e s a n d d e c l i n e s . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f 

S c i e n c e s , 1 1 4 , 2 0 1 7 0 4 9 4 9 . 

C e b a l l o s G , E h r l i c h P R , R a v e n P H ( 2 0 2 0 ) V e r t e b r a t e s o n t h e b r i n k a s 

i n d i c a t o r s o f b i o l o g i c a l a n n i h i l a t i o n a n d t h e s i x t h m a s s e x t i n c t i o n . 

P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s , 1 1 7 , 

1 3 5 9 6 - 1 3 6 0 2 . 

C e b a l l o s F C , J o s h i P K , C l a r k D W , R a m s a y M , W i l s o n J F ( 2 0 1 8 ) R u n s 

o f h o m o z y g o s i t y : w i n d o w s i n t o p o p u l a t i o n h i s t o r y a n d t r a i t 

a r c h i t e c t u r e . N a t u r e R e v i e w s G e n e t i c s , 1 9 , 2 2 0 - 2 3 4 . 

C h a r l e s D a r w i n F o u n d a t i o n ( 2 0 0 8 ) T h e r e i n t r o d u c t i o n o f t h e F l o r e a n a 

M o c k i n g b i r d t o i t s i s l a n d o f o r i g i n . C h a r l e s D a r w i n F o u n d a t i o n a n d 

G a l a p a g o s N a t i o n a l P a r k , P u e r t o A y o r a . 

C h a r l e s w o r t h B ( 2 0 0 9 ) E f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e a n d p a t t e r n s o f 

m o l e c u l a r e v o l u t i o n a n d v a r i a t i o n . N a t u r e R e v i e w s G e n e t i c s , 1 0 , 

1 9 5 - 2 0 5 . 

C h a r l e s w o r t h B , C h a r l e s w o r t h D ( 1 9 9 9 ) T h e g e n e t i c b a s i s o f i n b r e e d i n g 

d e p r e s s i o n . G e n e t i c a l R e s e a r c h , 7 4 , 3 2 9 - 3 4 0 . 

C h a r l e s w o r t h B , C h a r l e s w o r t h D ( 2 0 1 8 ) N e u t r a l V a r i a t i o n i n t h e 

C o n t e x t o f S e l e c t i o n . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 3 5 , 

1 3 5 9 - 1 3 6 1 . 
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C h a r l e s w o r t h B , C h a r l e s w o r t h D , B a r t o n N H ( 2 0 0 3 ) T h e e f f e c t s o f 

g e n e t i c a n d g e o g r a p h i c s t r u c t u r e o n n e u t r a l v a r i a t i o n . A n n u a l 

R e v i e w o f E c o l o g y E v o l u t i o n a n d S y s t e m a t i c s , 3 4 , 9 9 - 1 2 5 . 

C h a r l e s w o r t h B , C h a r l e s w o r t h D , C o y n e J A , L a n g l e y C H ( 2 0 1 6 ) H u b b y 

a n d L e w o n t i n o n p r o t e i n v a r i a t i o n i n n a t u r a l p o p u l a t i o n s : W h e n 

m o l e c u l a r g e n e t i c s c a m e t o t h e r e s c u e o f p o p u l a t i o n g e n e t i c s . 

G e n e t i c s , 2 0 3 , 1 4 9 7 - 1 5 0 3 . 

C h a r l e s w o r t h B , M o r g a n M T , C h a r l e s w o r t h D ( 1 9 9 3 ) T h e e f f e c t o f 

d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s o n n e u t r a l m o l e c u l a r v a r i a t i o n . G e n e t i c s , 1 3 4 , 

1 2 8 9 - 1 3 0 3 . 

C h a r l e s w o r t h D , V e k e m a n s X , C a s t r i c V , G l e m i n S ( 2 0 0 5 ) P l a n t 

s e l f - i n c o m p a t i b i l i t y s y s t e m s : A m o l e c u l a r e v o l u t i o n a r y p e r s p e c t i v e . 

N e w P h y t o l o g i s t , 1 6 8 , 6 1 - 6 9 . 

C h a r l e s w o r t h D , W i l l i s J H ( 2 0 0 9 ) T h e g e n e t i c s o f i n b r e e d i n g 

d e p r e s s i o n . N a t u r e R e v i e w s G e n e t i c s , 1 0 , 7 8 3 - 7 9 6 . 

C h e n J , G l e m i n S , L a s c o u x M ( 2 0 1 7 ) G e n e t i c D i v e r s i t y a n d t h e 

E f f i c a c y o f P u r i f y i n g S e l e c t i o n a c r o s s P l a n t a n d A n i m a l S p e c i e s . 

M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 3 4 , 1 4 1 7 - 1 4 2 8 . 

C r a i g R J , S u n A , W a n g M , E l l e g r e n H ( 2 0 1 8 ) N a t u r a l s e l e c t i o n b e y o n d 

g e n e s : I d e n t i f i c a t i o n a n d a n a l y s e s o f e v o l u t i o n a r i l y c o n s e r v e d 

e l e m e n t s i n t h e g e n o m e o f t h e c o l l a r e d f l y c a t c h e r (Ficedula 

albicollis). M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 7 , 4 7 6 - 4 9 2 . 

C r a n d a l l K A , B i n i n d a - E m o n d s O R P , M a c e G M , W a y n e R K ( 2 0 0 0 ) 

C o n s i d e r i n g e v o l u t i o n a r y p r o c e s s e s i n c o n s e r v a t i o n b i o l o g y . T r e n d s 

i n E c o l o g y & E v o l u t i o n , 1 5 , 2 9 0 - 2 9 5 . 

C r i c k F H ( 1 9 5 8 ) O n P r o t e i n S y n t h e s i s . S y m p o s i a o f t h e S o c i e t y f o r 

E x p e r i m e n t a l B i o l o g y , 1 2 , 1 3 8 - 1 6 3 . 

C r n o k r a k P , B a r r e t C ( 2 0 0 2 ) P e r s p e c t i v e : p u r g i n g t h e g e n e t i c l o a d : a 

r e v i e w o f t h e e x p e r i m e n t a l e v i d e n c e . E v o l u t i o n , 5 6 , 2 3 4 7 - 2 3 5 8 . 
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C r o w J F ( 1 9 7 0 ) G e n e t i c l o a d s a n d t h e c o s t o f n a t u r a l s e l e c t i o n . I n : 
M a t h e m a t i c a l t o p i c s i n p o p u l a t i o n g e n e t i c s ( e d L e v i n S A ) , p p . 
1 2 8 - 1 7 7 . S p r i n g e r , B e r l i n . 

C r o w J F ( 1 9 9 3 ) M u t a t i o n , m e a n f i t n e s s , a n d g e n e t i c l o a d . O x f o r d S u r v . 

E v o l . B i o l , 9 , 3-42. 

C r o w J F , K i m u r a M ( 1 9 7 0 ) A n I n t r o d u c t i o n t o P o p u l a t i o n G e n e t i c s 

T h e o r y . H a r p e r a n d R o w P u b l i s h e r s , N e w Y o r k . 

C u r r y R ( 1 9 8 6 ) W h a t e v e r h a p p e n e d t o t h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d . 

N o t i c i a s d e G a l a p a g o s , 4 3 , 1 3 - 1 5 . 

C u r r y R L ( 1 9 8 9 ) G e o g r a p h i c v a r i a t i o n i n s o c i a l o r g a n i z a t i o n o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s : e c o l o g i c a l c o r r e l a t e s o f g r o u p 

t e r r i t o r i a l i t y a n d c o o p e r a t i v e b r e e d i n g . B e h a v i r o a l E c o l o g y a n d 

S c i o b i o l o g y , 2 4 , 1 4 7 - 1 6 0 . 

C u r r y R L , A n d e r s o n D J ( 1 9 8 7 ) I n t e r i s l a n d V a r i a t i o n i n B l o o d D r i n k i n g 

b y G a l a p a g o s M o c k i n g b i r d s . A u k , 1 0 4 , 5 1 7 - 5 2 1 . 

C u r r y R , G r a n t P ( 1 9 8 9 ) D e m o g r a p h y o f t h e c o o p e r a t i v e l y b r e e d i n g 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d , Nesomimus parvulus, i n a c l i m a t i c a l l y 

v a r i a b l e e n v i r o n m e n t . T h e J o u r n a l o f A n i m a l E c o l o g y , 5 8 , 

4 4 1 - 4 6 3 . 

D a r f o u r - O d u r o K , M e g e n s H - J , R o c a A L , G r o e n e n M , S c h o o k L B 

( 2 0 1 5 ) A d a p t i v e E v o l u t i o n o f T o l l - L i k e R e c e p t o r s ( T L R s ) i n t h e 

F a m i l y S u i d a e . P L O S O N E , 1 0 , e 0 1 2 4 0 6 9 . 

D a r w i n C R ( 1 8 3 9 ) N a r r a t i v e o f t h e s u r v e y i n g v o y a g e s o f H i s M a j e s t y ' s 

S h i p s A d v e n t u r e a n d B e a g l e b e t w e e n t h e y e a r s 1 8 2 6 a n d 1 8 3 6 , 

d e s c r i b i n g t h e i r e x a m i n a t i o n o f t h e s o u t h e r n s h o r e s o f S o u t h 

A m e r i c a , a n d t h e B e a g l e ' s c i r c u m n a v i g a t i o n o f t h e g l o b e . J o u r n a l 

a n d r e m a r k s 1 8 3 2 - 1 8 3 6 . H e n r y C o l b u r n , L o n d o n . 

D a r w i n C R ( 1 8 5 9 ) O n t h e O r i g i n o f S p e c i e s b y M e a n s o f N a t u r a l 

S e l e c t i o n , o r t h e P r e s e r v a t i o n o f F a v o u r e d R a c e s i n t h e S t r u g g l e f o r 

L i f e . J o h n M u r r a y . 
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D a r w i n C R ( 1 8 7 6 ) T h e E f f e c t s o f C r o s s a n d S e l f F e r t i l i z a t i o n i n t h e 
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D e e m S L , C r u z M B , H i g a s h i g u c h i J M , P a r k e r P G ( 2 0 1 2 ) D i s e a s e s o f 

p o u l t r y a n d e n d e m i c b i r d s i n G a l a p a g o s : I m p l i c a t i o n s f o r t h e 

r e i n t r o d u c t i o n o f n a t i v e s p e c i e s . A n i m a l C o n s e r v a t i o n , 1 5 , 7 3 - 8 2 . 

D e e m S L , P a r k e r P G , C r u z M B , M e r k e l J , H o e c k P E A ( 2 0 1 1 ) 
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G a r d n e r - b y - F l o r e a n a , G a l a p a g o s I s l a n d s . J o u r n a l o f w i l d l i f e 

d i s e a s e s , 4 7 , 9 4 - 1 0 6 . 

D e W o o d y J A , H a r d e r A M , M a t h u r S , W i l l o u g h b y J R ( 2 0 2 1 ) T h e 

l o n g - s t a n d i n g s i g n i f i c a n c e o f g e n e t i c d i v e r s i t y i n c o n s e r v a t i o n . 

M o l e c u l a r E c o l o g y , 3 0 , 4 1 4 7 - 4 1 5 4 . 

D i r z o R , Y o u n g H S , G a l e t t i M e t a l . ( 2 0 1 4 ) D e f a u n a t i o n i n t h e 

A n t h r o p o c e n e . S c i e n c e , 3 4 5 , 4 0 1 ^ 0 6 . 

D o h e r t y P C , Z i n k e r n a g e l R M ( 1 9 7 5 ) E n h a n c e d i m m u n o l o g i c a l 
s u r v e i l l a n c e i n m i c e h e t e r o z y g o u s a t t h e H - 2 g e n e c o m p l e x . N a t u r e , 
2 5 6 , 5 0 - 5 2 . 

D o y t c h i n o v a I , F l o w e r D R ( 2 0 0 5 ) I n s i l i c o i d e n t i f i c a t i o n o f s u p e r t y p e s 

f o r c l a s s I I M H C s . J o u r n a l o f i m m u n o l o g y , 1 7 4 , 7 0 8 5 - 7 0 9 5 . 

D u n n P O , B o l l m e r J L , F r e e m a n - G a l l a n t C R , W h i t t i n g h a m L a ( 2 0 1 3 ) 
M H C v a r i a t i o n i s r e l a t e d t o a s e x u a l l y s e l e c t e d o r n a m e n t , s u r v i v a l , 
a n d p a r a s i t e r e s i s t a n c e i n c o m m o n y e l l o w t h r o a t s . E v o l u t i o n , 6 7 , 
6 7 9 - 6 8 7 . 

E i m e s J a , R e e d K M , M e n d o z a K M e t a l . ( 2 0 1 3 ) G r e a t e r p r a i r i e 

c h i c k e n s h a v e a c o m p a c t M H C - B w i t h a s i n g l e c l a s s I A l o c u s . 

I m m u n o g e n e t i c s , 6 5 , 1 3 3 ^ 4 . 

E j s m o n d M J , R a d w a n J ( 2 0 1 1 ) M H C d i v e r s i t y i n b o t t l e n e c k e d 

p o p u l a t i o n s : a s i m u l a t i o n m o d e l . C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s , 1 2 , 

1 2 9 - 1 3 7 . 
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E k b l o m R , G a l i n d o J ( 2 0 1 1 ) A p p l i c a t i o n s o f n e x t g e n e r a t i o n s e q u e n c i n g 

i n m o l e c u l a r e c o l o g y o f n o n - m o d e l o r g a n i s m s . H e r e d i t y , 1 0 7 , 1 - 1 5 . 

E k b l o m R , S a e t h e r S A , J a c o b s s o n P e t a l . ( 2 0 0 7 ) S p a t i a l p a t t e r n o f 

M H C c l a s s I I v a r i a t i o n i n t h e g r e a t s n i p e (Gallinago media). 

M o l e c u l a r E c o l o g y , 1 6 , 1 4 3 9 - 5 1 . 

E l l e g r e n H , G a l t i e r N ( 2 0 1 6 ) D e t e r m i n a n t s o f g e n e t i c d i v e r s i t y . N a t u r e 

R e v i e w s G e n e t i c s , 1 7 , 4 2 2 ^ 3 3 . 

E w e n s W J ( 1 9 7 2 ) T h e s a m p l i n g t h e o r y o f s e l e c t i v e l y n e u t r a l a l l e l e s . 

T h e o r e t i c a l P o p u l a t i o n B i o l o g y , 3 , 8 7 - 1 1 2 . 

E y r e - W a l k e r A , K e i g h t l e y P D ( 2 0 0 7 ) T h e d i s t r i b u t i o n o f f i t n e s s e f f e c t s 

o f n e w m u t a t i o n s . N a t u r e r e v i e w s . G e n e t i c s , 8 , 6 1 0 - 8 . 

F a l k K , R o t z s c h k e O , S t e v a n o v i c S , J u n g G , R a m m e n s e e H G ( 1 9 9 1 ) 

A l l e l e - s p e c i f i c m o t i f s r e v e a l e d b y s e q u e n c i n g o f s e l f - p e p t i d e s 

e l u t e d f r o m M H C m o l e c u l e s . N a t u r e , 3 5 1 , 2 9 0 - 6 . 

F e r r e r - A d m e t l l a A , B o s c h E , S i k o r a M e t a l . ( 2 0 0 8 ) B a l a n c i n g S e l e c t i o n 

I s t h e M a i n F o r c e S h a p i n g t h e E v o l u t i o n o f I n n a t e i m m u n e g e n e s . 

T h e J o u r n a l o f I m m u n o l o g y , 1 8 1 , 1 3 1 5 - 1 3 2 2 . 

F o u l l e y J L , O l l i v i e r L ( 2 0 0 6 ) E s t i m a t i n g a l l e l i c r i c h n e s s a n d i t s 

d i v e r s i t y . L i v e s t o c k S c i e n c e , 1 0 1 , 1 5 0 - 1 5 8 . 

F r a n k e l O H ( 1 9 7 4 ) G e n e t i c c o n s e r v a t i o n : o u r e v o l u t i o n a r y 

r e s p o n s i b i l i t y . G e n e t i c s , 7 8 , 5 3 - 6 5 . 

F r a n k h a m R ( 1 9 9 7 ) D o i s l a n d p o p u l a t i o n s h a v e l e s s g e n e t i c v a r i a t i o n 

t h a n m a i n l a n d p o p u l a t i o n s ? H e r e d i t y , 7 8 , 3 1 1 - 3 2 7 . 

F r a n k h a m R , B a l l o u J , B r i s c o e D A ( 2 0 1 0 ) I n t r o d u c t i o n t o C o n s e r v a t i o n 

G e n e t i c s , 2 n d E d i t i o n . C a m b r i d g e U n i v e r s i t y P r e s s , C a m b r i d g e . 

F r a n k h a m R , B r a d s h a w C J A , B r o o k B W ( 2 0 1 4 ) G e n e t i c s i n 

c o n s e r v a t i o n m a n a g e m e n t : R e v i s e d r e c o m m e n d a t i o n s f o r t h e 

5 0 / 5 0 0 r u l e s , R e d L i s t c r i t e r i a a n d p o p u l a t i o n v i a b i l i t y a n a l y s e s . 

B i o l o g i c a l C o n s e r v a t i o n , 1 7 0 , 5 6 - 6 3 . 
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F r a n k h a m R , L e e s K , M o n t g o m e r y M E e t a l . ( 1 9 9 9 ) D o p o p u l a t i o n s i z e 

b o t t l e n e c k s r e d u c e e v o l u t i o n a r y p o t e n t i a l ? A n i m a l C o n s e r v a t i o n , 2 , 

2 5 5 - 2 6 0 . 

G a l b r e a t h R , B r o w n D ( 2 0 0 4 ) T h e t a l e o f t h e l i g h t h o u s e - k e e p e r ' s c a t : 

D i s c o v e r y a n d e x t i n c t i o n o f t h e S t e p h e n s I s l a n d w r e n (Traversia 

Iyali). N o t o r n i s , 5 1 , 1 9 3 - 2 0 0 . 

G a r c i a - D o r a d o A ( 2 0 1 2 ) U n d e r s t a n d i n g a n d p r e d i c t i n g t h e f i t n e s s 

d e c l i n e o f s h r u n k p o p u l a t i o n s : I n b r e e d i n g , p u r g i n g , m u t a t i o n , a n d 

s t a n d a r d s e l e c t i o n . G e n e t i c s , 1 9 0 , 1 4 6 1 - 1 4 7 6 . 

G a v a n M K , O l i v e r M K , D o u g l a s A , P i e r t n e y S B ( 2 0 1 5 ) G e n e d y n a m i c s 

o f t o l l - l i k e r e c e p t o r 4 t h r o u g h a p o p u l a t i o n b o t t l e n e c k i n a n i n s u l a r 

p o p u l a t i o n o f w a t e r v o l e s (Arvicola amphibius). C o n s e r v a t i o n 

G e n e t i c s , 1 6 , 1 1 8 1 - 1 1 9 3 . 

G i l l e s p i e J H ( 1 9 9 1 ) T h e c a u s e s o f m o l e c u l a r e v o l u t i o n . O x f o r d 

U n i v e r s i t y P r e s s , N e w Y o r k . 

G i l p i n M E , S o u l e M E ( 1 9 8 9 ) M i n i m u m V i a b l e P o p u l a t i o n s : P r o c e s s e s 

o f S p e c i e s E x t i n c t i o n ( M E S o u l e , E d , ) . S i n a u e r , S u n d e r l a n d . 

G i l r o y D L , V a n O o s t e r h o u t C , K o m d e u r J , R i c h a r d s o n D S ( 2 0 1 7 ) 

T o l l - l i k e r e c e p t o r v a r i a t i o n i n t h e b o t t l e n e c k e d p o p u l a t i o n o f t h e 

e n d a n g e r e d S e y c h e l l e s w a r b l e r . A n i m a l C o n s e r v a t i o n , 2 0 , 2 3 5 - 2 5 0 . 

G o n z a l e z - Q u e v e d o C , S p u r g i n L G , I l l e r a J C , R i c h a r d s o n D S ( 2 0 1 5 ) 

D r i f t , n o t s e l e c t i o n , s h a p e s t o l l - l i k e r e c e p t o r v a r i a t i o n a m o n g 

o c e a n i c i s l a n d p o p u l a t i o n s . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 4 , 5 8 5 2 - 5 8 6 3 . 

G r a n t P , C u r r y R , G r a n t B ( 2 0 0 0 ) A r e m n a n t p o p u l a t i o n o f t h e F l o r e a n a 
m o c k i n g b i r d o n C h a m p i o n i s l a n d , G a l a p a g o s . B i o l o g i c a l 
C o n s e r v a t i o n , 9 2 , 2 8 5 - 2 9 0 . 

G r a n t P R , G r a n t N ( 1 9 7 9 ) B r e e d i n g a n d f e e d i n g o f G a l a p a g o s 

M o c k i n g b i r d s , Nesomimus parvulus. T h e A u k , 9 6 , 7 2 3 - 7 3 6 . 

G r a u r D , L i W H ( 2 0 0 0 ) F u n d a m e n t a l s o f m o l e c u l a r e v o l u t i o n 2 n d 

e d i t i o n . S i n a u e r A s s o c i a t e s , S u n d e r l a n d , M A . 
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G r u e b e r C E , K n a f l e r G J , K i n g T M e t a l . ( 2 0 1 5 ) T o l l - l i k e r e c e p t o r 

d i v e r s i t y i n 1 0 t h r e a t e n e d b i r d s p e c i e s : r e l a t i o n s h i p w i t h 

m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y . C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s , 1 6 , 5 9 5 - 6 1 1 . 

G r u e b e r C E , W a l l i s G P , J a m i e s o n I G ( 2 0 1 3 ) G e n e t i c d r i f t o u t w e i g h s 

n a t u r a l s e l e c t i o n a t t o l l - l i k e r e c e p t o r ( T L R ) i m m u n i t y l o c i i n a 

r e - i n t r o d u c e d p o p u l a t i o n o f a t h r e a t e n e d s p e c i e s . M o l e c u l a r 

e c o l o g y , 2 2 , 4 4 7 0 - 8 2 . 

G r u e b e r C E , W a l l i s G P , J a m i e s o n I G ( 2 0 1 4 ) E p i s o d i c p o s i t i v e s e l e c t i o n 

i n t h e e v o l u t i o n o f a v i a n t o l l - l i k e r e c e p t o r i n n a t e i m m u n e g e n e s . 

P l o S o n e , 9 , e 8 9 6 3 2 . 

H a r r i s H ( 1 9 6 6 ) E n z y m e P o l y m o r p h i s m s i n M a n . P r o c e e d i n g s o f t h e 

R o y a l S o c i e t y o f L o n d o n . S e r i e s B , B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 1 6 4 , 

2 9 8 - 3 1 0 . 

H a r t m a n n S a , S c h a e f e r H M , S e g e l b a c h e r G ( 2 0 1 4 ) G e n e t i c d e p l e t i o n a t 

a d a p t i v e b u t n o t n e u t r a l l o c i i n a n e n d a n g e r e d b i r d s p e c i e s . 

M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 3 , 5 7 1 2 - 5 7 2 5 . 

Havlíček J , R o b e r t s S C ( 2 0 0 9 ) M H C - c o r r e l a t e d m a t e c h o i c e i n h u m a n s : 

A r e v i e w . P s y c h o n e u r o e n d o c r i n o l o g y , 3 4 , 4 9 7 - 5 1 2 . 

H a w l e y D M , F l e i s c h e r R C ( 2 0 1 2 ) C o n t r a s t i n g e p i d e m i c h i s t o r i e s r e v e a l 

p a t h o g e n - m e d i a t e d b a l a n c i n g s e l e c t i o n o n c l a s s I I M H C d i v e r s i t y i n 

a w i l d s o n g b i r d . P l o S o n e , 7 , e 3 0 2 2 2 . 

H e d r i c k P W ( 1 9 9 4 ) P u r g i n g i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a n d t h e p r o b a b i l i t y 

o f e x t i n c t i o n : F u l l - s i b m a t i n g . H e r e d i t y , 7 3 , 3 6 3 - 3 7 2 . 

H e d r i c k P W ( 2 0 0 1 ) C o n s e r v a t i o n g e n e t i c s : w h e r e a r e w e n o w ? T r e n d s 

i n E c o l o g y & E v o l u t i o n , 1 6 , 6 2 9 - 6 3 6 . 

H e d r i c k P W , G a r c i a - D o r a d o A ( 2 0 1 6 ) U n d e r s t a n d i n g I n b r e e d i n g 

D e p r e s s i o n , P u r g i n g , a n d G e n e t i c R e s c u e . T r e n d s i n E c o l o g y a n d 

E v o l u t i o n , 3 1 , 9 4 0 - 9 5 2 . 

H o b a n S , A r c h e r F I , B e r t o l a L D e t a l . ( 2 0 2 2 ) G l o b a l g e n e t i c d i v e r s i t y 

s t a t u s a n d t r e n d s : t o w a r d s a s u i t e o f E s s e n t i a l B i o d i v e r s i t y V a r i a b l e s 
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( E B V s ) f o r g e n e t i c c o m p o s i t i o n . B i o l o g i c a l R e v i e w s , 9 7 , 

1 5 1 1 - 1 5 3 8 . 

H o e c k P E A , B e a u m o n t M A , J a m e s K E e t a l . ( 2 0 1 0 a ) S a v i n g D a r w i n ' s 

m u s e : e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s f o r t h e r e c o v e r y o f t h e F l o r e a n a 

m o c k i n g b i r d . B i o l o g y l e t t e r s , 6 , 2 1 2 - 2 1 5 . 

H o e c k P E A , B o l l m e r J L , P a r k e r P G , K e l l e r L F ( 2 0 1 0 b ) D i f f e r e n t i a t i o n 

w i t h d r i f t : a s p a t i o - t e m p o r a l g e n e t i c a n a l y s i s o f G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s (Mimus s p p . ) . P h i l o s o p h i c a l T r a n s a c t i o n s 

o f t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 3 6 5 , 1 1 2 7 - 1 1 3 8 . 

H o e c k P E A , K e l l e r L F ( 2 0 1 2 ) I n b r e e d i n g , i m m u n e d e f e n c e a n d 

e c t o p a r a s i t e l o a d i n d i f f e r e n t m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s a n d s p e c i e s 

i n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s . J o u r n a l o f A v i a n B i o l o g y , 4 3 , 4 2 3 ^ 3 4 . 

H o g l u n d J ( 2 0 0 9 ) E v o l u t i o n a r y c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s . O x f o r d 

U n i v e r s i t y P r e s s , O x f o r d . 

H o h e n l o h e P A , F u n k W C , R a j o r a O P ( 2 0 2 1 ) P o p u l a t i o n g e n o m i c s f o r 
w i l d l i f e c o n s e r v a t i o n a n d m a n a g e m e n t . M o l e c u l a r E c o l o g y , 3 0 , 
6 2 - 8 2 . 

H u b e r C D , D u r v a s u l a A , H a n c o c k A M , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 1 8 ) G e n e 

e x p r e s s i o n d r i v e s t h e e v o l u t i o n o f d o m i n a n c e . N a t u r e 

C o m m u n i c a t i o n s , 9 , 2 7 5 0 . 

J a n i c k e T , H a d e r e r I K , L a j e u n e s s e M J , A n t h e s N ( 2 0 1 6 ) E v o l u t i o n a r y 

B i o l o g y : D a r w i n i a n s e x r o l e s c o n f i r m e d a c r o s s t h e a n i m a l 

k i n g d o m . S c i e n c e A d v a n c e s , 2 , 1 - 1 0 . 

J e t z W , T h o m a s G H , J o y J B , H a r t m a n n K , M o o e r s a O ( 2 0 1 2 ) T h e 

g l o b a l d i v e r s i t y o f b i r d s i n s p a c e a n d t i m e . N a t u r e , 4 9 1 , 4 4 4 - 8 . 

J i m e n e z - U z c a t e g u i G , L l e r e n a W , B r y a n M i l s t e a d W , L o m a s E E , 

W i e d e n f i e l d D A ( 2 0 1 1 ) I s t h e p o p u l a t i o n o f F l o r e a n a M o c k i n g b i r d 

Mimus trifasciatus d e c l i n i n g ? C o t i n g a , 3 3 , 3 4 ^ 0 . 

J o r d a n W C , B r u f o r d M W ( 1 9 9 8 ) N e w p e r s p e c t i v e s o n m a t e c h o i c e a n d 

t h e M H C . H e r e d i t y , 8 1 , 2 3 9 - 2 4 5 . 
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K a s a h a r a M ( 2 0 0 0 ) M a j o r H i s t o c o m p a t i b i l i t y C o m p l e x ( M K a s a h a r a , 

E d , ) . S p r i n g e r J a p a n , T o k y o . 

K e l l e r L F , W a l l e r D M ( 2 0 0 2 ) I n b r e e d i n g e f f e c t s i n w i l d p o p u l a t i o n s . 

T r e n d s i n E c o l o g y a n d E v o l u t i o n , 1 7 , 2 3 0 - 2 4 1 . 

K e n n e d y E S , G r u e b e r C E , D u n c a n R P , J a m i e s o n I G ( 2 0 1 4 ) S e v e r e 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a n d n o e v i d e n c e o f p u r g i n g i n a n e x t r e m e l y 

i n b r e d w i l d s p e c i e s - t h e C h a t h a m i s l a n d b l a c k r o b i n . E v o l u t i o n , 6 8 , 

9 8 7 - 9 9 5 . 

K i m u r a M ( 1 9 6 2 ) O n t h e p r o b a b i l i t y o f f i x a t i o n o f m u t a n t g e n e s i n a 

p o p u l a t i o n . G e n e t i c s , 4 7 , 7 1 3 - 7 1 9 . 

K i m u r a M ( 1 9 8 3 ) T h e n e u t r a l t h e o r y o f m o l e c u l a r e v o l u t i o n . C a m b r i d g e 

U n i v e r s i t y P r e s s , C a m b r i d g e . 

K i n n a i r d M F , G r a n t P R ( 1 9 8 2 ) C o o p e r a t i v e b r e e d i n g b y t h e G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d , Nesomimus parvulus. B e h a v i o r a l E c o l o g y a n d 

S o c i o b i o l o g y , 1 0 , 6 5 - 7 3 . 

K l e i n J , S a t o A , N i k o l a i d i s N ( 2 0 0 7 ) M H C , T S P , a n d t h e o r i g i n o f 

s p e c i e s : f r o m i m m u n o g e n e t i c s t o e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s . A n n u a l 

r e v i e w o f g e n e t i c s , 4 1 , 2 8 1 - 3 0 4 . 

K l e i n m a n - R u i z D , L u c e n a - P e r e z M , V i l l a n u e v a B e t a l . ( 2 0 2 2 ) P u r g i n g 

o f d e l e t e r i o u s b u r d e n i n t h e e n d a n g e r e d I b e r i a n l y n x . P r o c e e d i n g s 

o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e U n i t e d S t a t e s o f 

A m e r i c a , 1 1 9 , e 2 1 1 0 6 1 4 1 1 9 . 

K n u t i e S A , O w e n J P , M c n e w S M e t a l . ( 2 0 1 6 ) G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s 

t o l e r a t e i n t r o d u c e d p a r a s i t e s t h a t a f f e c t D a r w i n ' s f i n c h e s . E c o l o g y , 

9 7 , 9 4 0 - 9 5 0 . 

Králová T , A l b r e c h t T , B r y j a J e t a l . ( 2 0 1 8 ) S i g n a t u r e s o f d i v e r s i f y i n g 
s e l e c t i o n a n d c o n v e r g e n c e a c t i n g o n p a s s e r i n e T o l l - l i k e r e c e p t o r 4 
i n a n e v o l u t i o n a r y c o n t e x t . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 7 , 2 8 7 1 - 2 8 8 3 . 

K y r i a z i s C C , W a y n e R K , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 1 9 ) H i g h g e n e t i c d i v e r s i t y 

c a n c o n t r i b u t e t o e x t i n c t i o n i n s m a l l p o p u l a t i o n s . b i o R x i v , 6 7 8 5 2 4 . 
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L a n d e R ( 1 9 9 5 ) M u t a t i o n a n d C o n s e r v a t i o n . C o n s e r v a t i o n B i o l o g y , 9 , 

7 8 2 - 7 9 1 . 

L a n d e R , E n g e n S , S ^ t h e r B - E ( 2 0 0 3 ) D e m o g r a p h i c a n d e n v i r o n m e n t a l 

s t o c h a s t i c i t y . I n : S t o c h a s t i c P o p u l a t i o n D y n a m i c s i n E c o l o g y a n d 

C o n s e r v a t i o n ( e d s L a n d e R , E n g e n S , S a e t h e r B E ) , p p . 1 - 2 4 . 

O x f o r d U n i v e r s i t y P r e s s , O x f o r d . 

L a r a C E , G r u e b e r C E , H o l t m a n n B e t a l . ( 2 0 2 0 ) A s s e s s m e n t o f t h e 

d u n n o c k s ' i n t r o d u c t i o n t o N e w Z e a l a n d u s i n g i n n a t e i m m u n e - g e n e 

d i v e r s i t y . E v o l u t i o n a r y E c o l o g y , 3 4 , 8 0 3 - 8 2 0 . 

L e i g h D M , H e n d r y A P , V a z q u e z - D o m i n g u e z E , F r i e s e n V L ( 2 0 1 9 ) 

E s t i m a t e d s i x p e r c e n t l o s s o f g e n e t i c v a r i a t i o n i n w i l d p o p u l a t i o n s 

s i n c e t h e i n d u s t r i a l r e v o l u t i o n . E v o l u t i o n a r y A p p l i c a t i o n s , 1 2 , 

1 5 0 5 - 1 5 1 2 . 

L e v y H , F i d d a m a n S R , V i a n n a J A e t a l . ( 2 0 2 0 ) E v i d e n c e o f 
P a t h o g e n - I n d u c e d I m m u n o g e n e t i c S e l e c t i o n a c r o s s t h e L a r g e 
G e o g r a p h i c R a n g e o f a W i l d S e a b i r d . M o l e c u l a r b i o l o g y a n d 
e v o l u t i o n , 3 7 , 1 7 0 8 - 1 7 2 6 . 

L e w o n t i n R C , H u b b y J L ( 1 9 6 6 ) A m o l e c u l a r a p p r o a c h t o t h e s t u d y o f 

g e n i e h e t e r o z y g o s i t y i n n a t u r a l p o p u l a t i o n s . I I . A m o u n t o f v a r i a t i o n 

a n d d e g r e e o f h e t e r o z y g o s i t y i n n a t u r a l p o p u l a t i o n s o f D r o s o p h i l a 

p s e u d o o b s c u r a . G e n e t i c s , 5 4 , 5 9 5 - 6 0 9 . 

L i H , X i a n g - Y u J , D a i G e t a l . ( 2 0 1 6 ) L a r g e n u m b e r s o f v e r t e b r a t e s 

b e g a n r a p i d p o p u l a t i o n d e c l i n e i n t h e l a t e 1 9 t h c e n t u r y . P r o c e e d i n g s 

o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e U n i t e d S t a t e s o f 

A m e r i c a , 1 1 3 , 1 4 0 7 9 - 1 4 0 8 4 . 

L i g h t e n J , P a p a d o p u l o s A S T , M o h a m m e d R S e t a l . ( 2 0 1 7 ) E v o l u t i o n a r y 

g e n e t i c s o f i m m u n o l o g i c a l s u p e r t y p e s r e v e a l s t w o f a c e s o f t h e R e d 

Q u e e n . N a t u r e C o m m u n i c a t i o n s , 8 , 1 2 9 4 . 

L o i s e a u C , Z o o r o b R , G a m i e r S e t a l . ( 2 0 0 8 ) A n t a g o n i s t i c e f f e c t s o f a 

M h c c l a s s I a l l e l e o n m a l a r i a - i n f e c t e d h o u s e s p a r r o w s . E c o l o g y 

l e t t e r s , 1 1 , 2 5 8 - 6 5 . 
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L o v e t t e I J , A r b o g a s t B S , C u r r y R L e t a l . ( 2 0 1 2 ) P h y l o g e n e t i c 

r e l a t i o n s h i p s o f t h e m o c k i n g b i r d s a n d t h r a s h e r s ( A v e s : M i m i d a e ) . 

M o l e c u l a r p h y l o g e n e t i c s a n d e v o l u t i o n , 6 3 , 2 1 9 - 2 9 . 

L u q u e G M , V a y s s a d e C , F a c o n B e t a l . ( 2 0 1 6 ) T h e g e n e t i c A l l e e e f f e c t : 

a u n i f i e d f r a m e w o r k f o r t h e g e n e t i c s a n d d e m o g r a p h y o f s m a l l 

p o p u l a t i o n s . E c o s p h e r e , 7 . 

L y n c h M , C o n e r y J , B u r g e r R ( 1 9 9 5 ) M u t a t i o n a l m e l t d o w n s i n s e x u a l 

p o p u l a t i o n s . E v o l u t i o n , 4 9 , 1 0 6 7 - 1 0 8 0 . 

L y n c h M , G a b r i e l W ( 1 9 9 0 ) M u t a t i o n L o a d a n d t h e S u r v i v a l o f S m a l l 

P o p u l a t i o n s . E v o l u t i o n , 4 4 , 1 7 2 5 . 

M a r t i n M P , C a r r i n g t o n M ( 2 0 0 5 ) I m m u n o g e n e t i c s o f v i r a l i n f e c t i o n s . 

C u r r e n t o p i n i o n i n i m m u n o l o g y , 1 7 , 5 1 0 - 6 . 

M a r t i n L B , C o o n C a C , L i e b l A L , S c h r e y A W ( 2 0 1 3 ) S u r v e i l l a n c e f o r 

m i c r o b e s a n d r a n g e e x p a n s i o n i n h o u s e s p a r r o w s . P r o c e e d i n g s o f 

t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 2 8 1 , 

2 0 1 3 2 6 9 0 - 2 0 1 3 2 6 9 0 . 

M a s e l J ( 2 0 1 1 ) G e n e t i c d r i f t . C u r r e n t B i o l o g y , 2 1 , R 8 3 7 - R 8 3 8 . 

M a x w e l l S L , F u l l e r R A , B r o o k s T M , W a t s o n J E M ( 2 0 1 6 ) B i o d i v e r s i t y : 

T h e r a v a g e s o f g u n s , n e t s a n d b u l l d o z e r s . N a t u r e , 5 3 6 , 1 4 3 - 1 4 5 . 

M c C a l l u m H , D o b s o n A ( 1 9 9 5 ) D e t e c t i n g d i s e a s e a n d p a r a s i t e t h r e a t s t o 

e n d a n g e r e d s p e c i e s a n d e c o s y s t e m s . T r e n d s i n E c o l o g y & 

E v o l u t i o n , 1 0 , 1 9 0 - 1 9 4 . 

M c N e e l y J , M i l l e r K R , R e i d W V , M i t t e r m e i e r R A , W e r n e r T B ( 1 9 9 0 ) 

C o n s e r v i n g t h e w o r l d ' s b i o l o g i c a l d i v e r s i t y . I U C N , W a s h i n g t o n , 

D C . 

M e n d e l G ( 1 8 6 5 ) V e r s u c h e über P f l a n z e n - H y b r i d e n . V e r h a n d l u n g e n d e s 

n a t u r f o r s c h e n d e n V e r e i n e s i n Brünn, 4 , 3 - 5 7 . 

M i l i n s k i M ( 2 0 0 6 ) T h e M a j o r H i s t o c o m p a t i b i l i t y C o m p l e x , S e x u a l 

S e l e c t i o n , a n d M a t e C h o i c e . A n n u a l R e v i e w o f E c o l o g y , E v o l u t i o n , 

a n d S y s t e m a t i c s , 3 7 , 1 5 9 - 1 8 6 . 
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M i l l e r H C , L a m b e r t D M ( 2 0 0 4 ) G e n e t i c d r i f t o u t w e i g h s b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n i n s h a p i n g p o s t - b o t t l e n e c k m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y 

c o m p l e x v a r i a t i o n i n N e w Z e a l a n d r o b i n s ( P e t r o i c i d a e ) . M o l e c u l a r 

e c o l o g y , 1 3 , 3 7 0 9 - 2 1 . 

M i n i a s P , V i n k l e r M ( 2 0 2 2 ) S e l e c t i o n B a l a n c i n g a t I n n a t e I m m u n e 

G e n e s : A d a p t i v e P o l y m o r p h i s m M a i n t e n a n c e i n T o l l - L i k e 

R e c e p t o r s . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 3 9 , 1 - 9 . 

M o r r i s K M , W r i g h t B , G r u e b e r C E , H o g g C , B e l o v K ( 2 0 1 5 ) L a c k o f 

g e n e t i c d i v e r s i t y a c r o s s d i v e r s e i m m u n e g e n e s i n a n e n d a n g e r e d 

m a m m a l , t h e T a s m a n i a n d e v i l (Sarcophilus harrisii). M o l e c u l a r 

E c o l o g y , 2 4 , 3 8 6 0 - 3 8 7 2 . 

M u k h e r j e e S , S a r k a r - R o y N , W a g e n e r D K , M a j u m d e r P P ( 2 0 0 9 ) 

S i g n a t u r e s o f n a t u r a l s e l e c t i o n a r e n o t u n i f o r m a c r o s s g e n e s o f 

i n n a t e i m m u n e s y s t e m , b u t p u r i f y i n g s e l e c t i o n i s t h e d o m i n a n t 

s i g n a t u r e . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e 

U n i t e d S t a t e s o f A m e r i c a , 1 0 6 , 7 0 7 3 - 7 0 7 8 . 

M u l l e r H ( 1 9 5 0 ) O u r l o a d o f m u t a t i o n s . T h e A m e r i c a n J o u r n a l o f 

H u m a n G e n e t i c s , 2 , 1 1 1 - 1 7 6 . 

M u n g u i a - V e g a A , E s q u e r - G a r r i g o s Y , R o j a s - B r a c h o L e t a l . ( 2 0 0 7 ) 

G e n e t i c d r i f t v s . n a t u r a l s e l e c t i o n i n a l o n g - t e r m s m a l l i s o l a t e d 

p o p u l a t i o n : m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x c l a s s I I v a r i a t i o n i n 

t h e G u l f o f C a l i f o r n i a e n d e m i c p o r p o i s e (Phocoena sinus). 

M o l e c u l a r e c o l o g y , 1 6 , 4 0 5 1 - 6 5 . 

M u r p h y K P , J a n e w a y C ( 2 0 0 8 ) J a n e w a y ' s I m m u n o b i o l o g y . G a r l a n d 

S c i e n c e , L o n d o n . 

N a r a s i m h a n V , D a n e c e k P , S c a l l y A e t a l . ( 2 0 1 6 ) B C F t o o l s / R o H : A 

h i d d e n M a r k o v m o d e l a p p r o a c h f o r d e t e c t i n g a u t o z y g o s i t y f r o m 

n e x t - g e n e r a t i o n s e q u e n c i n g d a t a . B i o i n f o r m a t i c s , 3 2 , 1 7 4 9 - 1 7 5 1 . 

N e i M ( 2 0 0 5 ) B o t t l e n e c k s , g e n e t i c p o l y m o r p h i s m a n d s p e c i a t i o n . 

G e n e t i c s , 1 7 0 , 1 - 4 . 
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N e i M ( 2 0 1 4 ) M u t a t i o n - D r i v e n E v o l u t i o n . O x f o r d U n i v e r s i t y P r e s s , 

O x f o r d . 

N e l s o n - F l o w e r M J , G e r m a i n R R , M a c D o u g a l l - S h a c k l e t o n E A , T a y l o r 

S S , A r c e s e P ( 2 0 1 8 ) P u r i f y i n g S e l e c t i o n i n t h e T o l l - L i k e R e c e p t o r s 

o f S o n g S p a r r o w s Melospiza melodia. J o u r n a l o f H e r e d i t y , 1 0 9 , 

5 0 1 - 5 0 9 . 

N i e l s e n R ( 2 0 0 5 ) M o l e c u l a r s i g n a t u r e s o f n a t u r a l s e l e c t i o n . A n n u a l 

R e v i e w o f G e n e t i c s , 3 9 , 1 9 7 - 2 1 8 . 

N i e l s e n R , K o r n e l i u s s e n T , A l b r e c h t s e n A , L i Y , W a n g J ( 2 0 1 2 ) S N P 

C a l l i n g , G e n o t y p e C a l l i n g , a n d S a m p l e A l l e l e F r e q u e n c y 

E s t i m a t i o n f r o m N e w - G e n e r a t i o n S e q u e n c i n g D a t a . P L o S O N E , 7 , 

e 3 7 5 5 8 . 

N i e t l i s b a c h P , W a n d e l e r P , P a r k e r P G e t a l . ( 2 0 1 3 ) H y b r i d a n c e s t r y o f a n 

i s l a n d s u b s p e c i e s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d e x p l a i n s d i s c o r d a n t 

g e n e t r e e s . M o l e c u l a r P h y l o g e n e t i c s a n d E v o l u t i o n , 6 9 , 5 8 1 - 5 9 2 . 

O ' C o n n o r E A , W e s t e r d a h l H , B u r r i R , E d w a r d s S V ( 2 0 1 9 ) A v i a n M H C 

E v o l u t i o n i n t h e E r a o f G e n o m i c s : P h a s e 1 . 0 . C e l l s , 8 , 1 1 5 2 . 

O h t a T ( 1 9 9 2 ) T h e N e a r l y N e u t r a l T h e o r y O f M o l e c u l a r E v o l u t i o n . 

A n n u a l R e v i e w o f E c o l o g y a n d S y s t e m a t i c s , 2 3 , 2 6 3 - 2 8 6 . 

O l i v e r M K , P i e r t n e y S B ( 2 0 1 2 ) S e l e c t i o n m a i n t a i n s M H C d i v e r s i t y 

t h r o u g h a n a t u r a l p o p u l a t i o n b o t t l e n e c k . M o l e c u l a r b i o l o g y a n d 

e v o l u t i o n , 2 9 , 1 7 1 3 - 2 0 . 

V a n O o s t e r h o u t C , J o y c e D , C u m m i n g s S ( 2 0 0 6 ) B a l a n c i n g s e l e c t i o n , 

r a n d o m g e n e t i c d r i f t , a n d g e n e t i c v a r i a t i o n a t t h e m a j o r 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x i n t w o w i l d p o p u l a t i o n s o f g u p p i e s 

(Poecilia reticulata). E v o l u t i o n , 6 0 , 2 5 6 2 - 2 5 7 4 . 

V a n O o s t e r h o u t C ( 2 0 0 9 ) A n e w t h e o r y o f M H C e v o l u t i o n : b e y o n d 

s e l e c t i o n o n t h e i m m u n e g e n e s . P r o c e e d i n g s o f t h e R o y a l S o c i e t y 

B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 2 7 6 , 6 5 7 - 6 6 5 . 
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V a n O o s t e r h o u t C ( 2 0 2 0 ) M u t a t i o n l o a d i s t h e s p e c t r e o f s p e c i e s 
c o n s e r v a t i o n . N a t u r e E c o l o g y & E v o l u t i o n , 4 , 1 0 0 4 - 1 0 0 6 . 

O p p e l t C , S t a r k l o f f A , R a u s c h P , V o n H o i s t D , R o d e l H G ( 2 0 1 0 ) M a j o r 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x v a r i a t i o n a n d a g e - s p e c i f i c e n d o p a r a s i t e 

l o a d i n s u b a d u l t E u r o p e a n r a b b i t s . M o l e c u l a r e c o l o g y , 1 9 , 4 1 5 5 - 6 7 . 

O r l a n d o L , L i b r a d o P ( 2 0 1 9 ) O r i g i n a n d E v o l u t i o n o f D e l e t e r i o u s 

M u t a t i o n s i n H o r s e s . G e n e s , 1 0 , 6 4 9 . 

P a d m a n a b h a n R , J a y E , W u R ( 1 9 7 4 ) C h e m i c a l s y n t h e s i s o f a p r i m e r 

a n d i t s u s e i n t h e s e q u e n c e a n a l y s i s o f t h e l y s o z y m e g e n e o f 

b a c t e r i o p h a g e T 4 . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f 

S c i e n c e s o f t h e U n i t e d S t a t e s o f A m e r i c a , 7 1 , 2 5 1 0 - 2 5 1 4 . 

P e c n e r o v a P , D i e z - d e l - M o l i n o D , V a r t a n y a n S , D a l e n L ( 2 0 1 6 ) C h a n g e s 

i n v a r i a t i o n a t t h e M H C c l a s s I I D Q A l o c u s d u r i n g t h e f i n a l d e m i s e 

o f t h e w o o l l y m a m m o t h . S c i e n t i f i c R e p o r t s , 6 , 2 5 2 7 4 . 

P e k k a l a N , K n o t t K E , K o t i a h o J S , P u u r t i n e n M ( 2 0 1 2 ) I n b r e e d i n g r a t e 

m o d i f i e s t h e d y n a m i c s o f g e n e t i c l o a d i n s m a l l p o p u l a t i o n s . 

E c o l o g y a n d E v o l u t i o n , 2 , 1 7 9 1 - 1 8 0 4 . 

P i e r t n e y S B , O l i v e r M K ( 2 0 0 6 ) T h e e v o l u t i o n a r y e c o l o g y o f t h e m a j o r 
h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x . H e r e d i t y , 9 6 , 7 - 2 1 . 

P r o v i n e W B ( 2 0 0 1 ) T h e o r i g i n s o f t h e o r e t i c a l p o p u l a t i o n g e n e t i c s : w i t h 

a n e w a f t e r w o r d . U n i v e r s i t y o f C h i c a g o P r e s s , C h i c a g o . 

R a d w a n J , B a b i k W , K a u f m a n J , L e n z T L , W i n t e r n i t z J ( 2 0 2 0 ) 

A d v a n c e s i n t h e E v o l u t i o n a r y U n d e r s t a n d i n g o f M H C 

P o l y m o r p h i s m . T r e n d s i n G e n e t i c s , 3 6 , 2 9 8 - 3 1 1 . 

R a d w a n J , B i e d r z y c k a A , B a b i k W ( 2 0 1 0 ) D o e s r e d u c e d M H C d i v e r s i t y 
d e c r e a s e v i a b i l i t y o f v e r t e b r a t e p o p u l a t i o n s ? B i o l o g i c a l 
C o n s e r v a t i o n , 1 4 3 , 5 3 7 - 5 4 4 . 

R a d w a n J , K a w a l k o a , W o j c i k J M , B a b i k W ( 2 0 0 7 ) M H C - D R B 3 

v a r i a t i o n i n a f r e e - l i v i n g p o p u l a t i o n o f t h e E u r o p e a n b i s o n , Bison 

bonasus. M o l e c u l a r e c o l o g y , 1 6 , 5 3 1 - 4 0 . 
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R a v e n N , L i s o v s k i S , K l a a s s e n M e t a l . ( 2 0 1 7 ) P u r i f y i n g s e l e c t i o n a n d 

c o n c e r t e d e v o l u t i o n o f R N A - s e n s i n g t o l l - l i k e r e c e p t o r s i n m i g r a t o r y 

w a d e r s . I n f e c t i o n , G e n e t i c s a n d E v o l u t i o n , 5 3 , 1 3 5 - 1 4 5 . 

R i c a n o v a S , B r y j a J , C o s s o n J F e t a l . ( 2 0 1 1 ) D e p l e t e d g e n e t i c v a r i a t i o n 

o f t h e E u r o p e a n g r o u n d s q u i r r e l i n C e n t r a l E u r o p e i n b o t h 

m i c r o s a t e l l i t e s a n d t h e m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x g e n e : 

I m p l i c a t i o n s f o r c o n s e r v a t i o n . C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s , 1 2 , 

1 1 1 5 - 1 1 2 9 . 

R i c h m a n A ( 2 0 0 0 ) E v o l u t i o n o f b a l a n c e d g e n e t i c p o l y m o r p h i s m . 
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Abstract 

T h e e x t r a c e l l u l a r s u b u n i t o f t h e m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x 

M H C I i p p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n t h e r e c o g n i t i o n o f p a t h o g e n s a n d t h e 

i n i t i a t i o n o f t h e a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e o f v e r t e b r a t e s . I t i s w i d e l y 

a c c e p t e d t h a t p a t h o g e n - m e d i a t e d s e l e c t i o n i n c o m b i n a t i o n w i t h n e u t r a l 

m i c r o - e v o l u t i o n a r y f o r c e s ( e . g . g e n e t i c d r i f t ) s h a p e t h e d i v e r s i t y o f 

M H C I i p , b u t i t h a s p r o v e d d i f f i c u l t t o d e t e r m i n e t h e r e l a t i v e e f f e c t s o f 

t h e s e f o r c e s . W e e v a l u a t e d t h e e f f e c t o f g e n e t i c d r i f t a n d b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n o n M H C I I ( 3 d i v e r s i t y i n 1 2 s m a l l p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d s b e l o n g i n g t o f o u r d i f f e r e n t s p e c i e s , a n d o n e l a r g e r 

p o p u l a t i o n o f t h e N o r t h e r n m o c k i n g b i r d f r o m t h e c o n t i n e n t a l U S A . A f t e r 

g e n o t y p i n g M H C I I ( 3 l o c i b y h i g h - t h r o u g h p u t s e q u e n c i n g , w e a p p l i e d a 

c o r r e l a t i o n a l a p p r o a c h t o e x p l o r e t h e r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n M H C I i p 

d i v e r s i t y a n d p o p u l a t i o n s i z e b y p r o x y o f i s l a n d s i z e . A s e x p e c t e d w h e n 

d r i f t p r e d o m i n a t e s , w e f o u n d a p o s i t i v e e f f e c t o f p o p u l a t i o n s i z e o n t h e 

n u m b e r o f M H C I I ( 3 a l l e l e s p r e s e n t i n a p o p u l a t i o n . H o w e v e r , t h e n u m b e r 

o f M H C I i p a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l a n d n u m b e r o f s u p e r t y p e s w e r e n o t 

c o r r e l a t e d w i t h p o p u l a t i o n s i z e . T h i s d i s c r e p a n c y p o i n t s t o a n i n t e r e s t i n g 

f e a t u r e o f M H C I I ( 3 d i v e r s i t y d y n a m i c s : s o m e l e v e l s o f d i v e r s i t y m i g h t b e 

s h a p e d b y g e n e t i c d r i f t w h i l e o t h e r s a r e i n d e p e n d e n t a n d p o s s i b l y 

m a i n t a i n e d b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n . 

Keywords 

g e n e t i c d i v e r s i t y , m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x , Mimus, p o p u l a t i o n 

s i z e , t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m 
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Introduction 

T h e m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x c o m p r i s e s a f a m i l y o f g e n e s t h a t 

p l a y a c r u c i a l r o l e i n t h e a d a p t i v e i m m u n e s y s t e m . M H C c l a s s I I e n c o d e s 

g l y c o p r o t e i n s t h a t b i n d a n d p r e s e n t a n t i g e n s t o t h e h e l p e r T c e l l s t h a t 

e v e n t u a l l y t r i g g e r a n a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e ( N e e f j e s e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e 

M H C I i p s u b u n i t i s p a r t o f t h e t r a n s - m e m b r a n e M H C I I c o m p l e x t h a t i s 

i n v o l v e d p a r t i c u l a r l y i n b i n d i n g a n d p r e s e n t i n g e x o g e n o u s a n t i g e n s . T h e 

n u m b e r o f M H C I I ( 3 v a r i a n t s c o d i n g f o r d i f f e r e n t g l y c o p r o t e i n s i n a n 

i n d i v i d u a l d e f i n e s t h e r a n g e o f a n t i g e n s ( p a t h o g e n s ) t h a t t h e i m m u n e 

s y s t e m c a n r e c o g n i z e a n d f i g h t o f f ( S p u r g i n & R i c h a r d s o n 2 0 1 0 ) . 

C o n s e q u e n t l y , t h e M H C I i p i s o n e o f t h e m o s t v a r i a b l e l o c i f o u n d i n j a w e d 

v e r t e b r a t e s ( e . g . 1 8 2 9 a l l e l e s i n t h e h u m a n M H C I I D R B g e n e ; d e B a k k e r 

& R a y c h a u d h u r i 2 0 1 2 ) , a n d i t s p o l y m o r p h i s m i s c o n s i d e r e d a n a d a p t i v e 

t r a i t m a i n t a i n e d b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( O l i v e r & P i e r t n e y 2 0 1 2 ; T o b l e r e t 

a l . 2 0 1 4 ) . 

P a t h o g e n - m e d i a t e d b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( P M B S ) i s a m a i n f o r c e s h a p i n g 

t h e M H C p o l y m o r p h i s m a s a c o n s e q u e n c e o f a n a r m s r a c e b e t w e e n 

p a t h o g e n s a n d t h e h o s t ' s i m m u n e s y s t e m ( S p u r g i n & R i c h a r d s o n 2 0 1 0 ) . 

S e v e r a l t y p e s o f P M B S t h a t a c t u p o n M H C h a v e b e e n r e c o g n i z e d : 

h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e ( D o h e r t y & Z i n k e r n a g e l 1 9 7 5 ; H e d r i c k 2 0 1 2 ) , 

r a r e a l l e l e a d v a n t a g e ( S l a d e & M c C a l l u m 1 9 9 2 ; S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ) , 

d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e ( W a k e l a n d e t a l . 1 9 9 0 ; L e n z e t a l . 2 0 1 3 ) a n d 

f l u c t u a t i n g s e l e c t i o n ( H i l l 1 9 9 1 ; E k b l o m e t a l . 2 0 0 7 ) . P M B S c a n a l s o l e a d 

t o t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m w h e n t h e s a m e a d v a n t a g e o u s M H C a l l e l e s 

a r e c o n s e r v e d a c r o s s d i s t i n c t e v o l u t i o n a r y u n i t s i n s p i t e o f d i f f e r e n t i a t i n g 

e v o l u t i o n a r y p r o c e s s e s ( K l e i n e t a l . 2 0 0 7 ) . F u r t h e r m o r e , a g r o w i n g b o d y 

o f e v i d e n c e s h o w s t h a t P M B S c a n b e b e t t e r d e t e c t e d i n d i v e r s i t y o f M H C 

s u p e r t y p e s , c l u s t e r s o f M H C v a r i a n t s g r o u p e d b y f u n c t i o n a l p r o p e r t i e s , 

r a t h e r t h a n i n d i v e r s i t y o f i n d i v i d u a l a l l e l e s ( T r a c h t e n b e r g e t a l . 2 0 0 3 ; 

S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ) . H o w e v e r , t h e e x t e n t o f P M B S ' a b i l i t y t o m a i n t a i n 
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f u n c t i o n a l v a r i a t i o n i n w i l d p o p u l a t i o n s i s n o t y e t c l e a r l y u n d e r s t o o d , a s 

M H C v a r i a t i o n c a n b e s i m u l t a n e o u s l y a f f e c t e d b y v a r i o u s e v o l u t i o n a r y 

f o r c e s t h a t c o n c e a l t h e d i r e c t e f f e c t o f P M B S ( s e x u a l s e l e c t i o n : B o n n e a u d 

e t a l . 2 0 0 6 ; n o n - p a t h o g e n - m e d i a t e d s e l e c t i o n : V a n O o s t e r h o u t 2 0 0 9 ; 

r a n d o m g e n e t i c d r i f t : S u t t o n e t a l . 2 0 1 1 ; g e n e c o n v e r s i o n : S p u r g i n e t a l . 

2 0 1 1 ) . 

P a r t i c u l a r l y , w i t h d e c r e a s i n g p o p u l a t i o n s i z e g e n e t i c d r i f t b e c o m e s a v e r y 

i m p o r t a n t f o r c e . I n p o p u l a t i o n s w i t h s m a l l e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) , 

g e n e t i c d r i f t h a s b e e n s h o w n t o r e d u c e M H C a l l e l i c d i v e r s i t y ( S u t t o n e t 

a l . 2 0 1 1 , 2 0 1 5 ) , t h u s c o u n t e r a c t i n g t h e e f f e c t o f P M B S ( R o b e r t s o n 1 9 6 2 ; 

K i m u r a 1 9 8 3 ; M i l l e r & L a m b e r t 2 0 0 4 a ) . I n s e v e r a l v e r y s m a l l 

p o p u l a t i o n s , M H C d i v e r s i t y w a s f o u n d t o b e e v e n m o r e r e d u c e d t h a n 

n e u t r a l d i v e r s i t y ( S u t t o n e t a l . 2 0 1 1 ; S t r a n d e t a l . 2 0 1 2 ) . T h i s p a t t e r n h a s 

b e e n e x p l a i n e d b y t h e f i x a t i o n o f t h e s a m e a l l e l e s a c r o s s m u l t i p l e M H C 

l o c i ( d r i f t a c r o s s l o c i ; E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ) , o r b y t h e e f f e c t s o f P M B S i t s e l f 

w h e n P M B S d i s t o r t s a l l e l e f r e q u e n c y a n d t h e a l l e l e s a r e f i x e d / l o s t w i t h 

h i g h e r f r e q u e n c y t h a n a l l e l e s i n n e u t r a l l o c i ( E j s m o n d & R a d w a n 2 0 1 1 ) . 

D r i f t w a s s h o w n t o b e a p r e d o m i n a n t f o r c e i n s e v e r a l s t u d i e s t h a t 

i n v e s t i g a t e d t h e d y n a m i c s b e t w e e n g e n e t i c d r i f t a n d P M B S i n p o p u l a t i o n s 

t h a t e x p e r i e n c e d a r e c e n t b o t t l e n e c k e v e n t ( M i l l e r & L a m b e r t 2 0 0 4 b ; 

E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ; S t r a n d e t a l . 2 0 1 2 ; G r u e b e r e t a l . 2 0 1 3 , 2 0 1 5 ; S u t t o n e t 

a l . 2 0 1 5 ; G o n z a l e z - Q u e v e d o e t a l . 2 0 1 5 ) . O n t h e o t h e r h a n d , s e v e r a l 

s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t P M B S m a y c o u n t e r a c t t h e e f f e c t o f r a n d o m 

g e n e t i c d r i f t a n d m a i n t a i n M H C d i v e r s i t y i n s p i t e o f s m a l l p o p u l a t i o n s i z e 

( A g u i l a r e t a l . 2 0 0 4 ; V a n O o s t e r h o u t e t a l . 2 0 0 6 ) o r a r e c e n t b o t t l e n e c k 

( O l i v e r & P i e r t n e y 2 0 1 2 ) . T h i s d i s c r e p a n c y i n t h e f i n d i n g s o f t h e s e 

s t u d i e s m i g h t b e c a u s e d b y v a r i o u s i d i o s y n c r a t i c f a c t o r s ( e . g . d i f f e r e n t 

d i v e r s i t y m e a s u r e s u s e d o r d i f f e r e n t d e m o g r a p h i c s t a t u s o f t h e 

p o p u l a t i o n s ) . 

O u r a i m w a s t o a n a l y s e t h e e f f e c t o f P M B S o n v a r i o u s M H C d i v e r s i t y 

i n d i c e s w h i l e c o n t r o l l i n g f o r t h e d e m o g r a p h i c s t a t u s o f t h e p o p u l a t i o n s i n 
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o u r s t u d y s y s t e m . T h i s s e t t i n g c a n p r o v i d e g e n e r a l l y i n t e r p r e t a b l e r e s u l t s 

i n t h e d i s c u s s i o n a b o u t t h e s t r e n g t h o f P M B S v s . g e n e t i c d r i f t i n M H C 

d i v e r s i t y i n n a t u r a l p o p u l a t i o n s . 

G a l a p a g o s M o c k i n g b i r d s ( h e r e a f t e r r e f e r r e d t o a s G M ) c o m p r i s e f o u r 

s p e c i e s o f t h e g e n u s Mimus s h o w i n g a n a l l o p a t r i c d i s t r i b u t i o n i n t h e 

G a l a p a g o s a r c h i p e l a g o ( F i g u r e 1 ) . G M f o r m a m o n o p h y l e t i c l i n e a g e 

w i t h i n m o c k i n g b i r d s a n d t h r a s h e r s ( L o v e t t e e t a l . 2 0 1 2 ) , w h i c h i m p l i e s a 

s i n g l e c o l o n i z a t i o n e v e n t o f t h e a r c h i p e l a g o . B a s e d o n t h e m u t a t i o n r a t e 

o f m t D N A , i t w a s e s t i m a t e d t h a t t h e c o l o n i z a t i o n t o o k p l a c e b e t w e e n 1 . 6 

a n d 5 . 5 M a ( A r b o g a s t e t a l . 2 0 0 6 ) . F o l l o w i n g c o l o n i z a t i o n , G M e v o l v e d 

i n t o f o u r s p e c i e s : t h e S a n C r i s t o b a l m o c k i n g b i r d (Mimus melanotis), t h e 

E s p a n o l a m o c k i n g b i r d (Mimus macdonaldi), t h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d 

(Mimus trifasciatus) a n d t h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d (Mimus parvulus; 

N i e t l i s b a c h e t a l . 2 0 1 3 ) s e p a r a t e d i n t o 1 7 p o p u l a t i o n s . B e c a u s e o f l o w 

d i s p e r s a l , t h e m a j o r i t y o f t h e p o p u l a t i o n s i s e f f e c t i v e l y i s o l a t e d a n d g e n e 

f l o w b e t w e e n t h e i s l a n d s i s r e s t r i c t e d ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ; S t e f k a e t a l . 

2 0 1 1 ) w i t h t h e e x c e p t i o n o f e x t r e m e l y p r o x i m a t e i s l a n d s ( G a r d n e r b y 

E s p a n o l a a n d E s p a n o l a , a n d t o a l e s s e r e x t e n t a l s o R a b i d a a n d S a n t i a g o , 

a n d I s a b e l a a n d F e r n a n d i n a ) . M i c r o s a t e l l i t e d a t a s h o w e d t h a t e s t i m a t e s o f 

N e v a r y g r e a t l y b e t w e e n d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s ( f r o m 4 3 o n C h a m p i o n t o 

1 5 9 0 o n I s a b e l a , T a b l e 1 ) a n d t h a t N e i s s t r o n g l y p o s i t i v e l y c o r r e l a t e d 

w i t h i s l a n d s i z e ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . T h e r e f o r e , i s l a n d s i z e i s a s u i t a b l e 

p r o x y f o r p o p u l a t i o n s i z e . M o r e o v e r , b a s e d o n a n a n a l y s i s o f n e u t r a l 

g e n e t i c d i v e r s i t y i n h i s t o r i c a l a n d c o n t e m p o r a r y s a m p l e s , H o e c k e t a l . 

( 2 0 1 0 b ) c o n c l u d e d t h a t p o p u l a t i o n s h a v e b e e n i n m u t a t i o n - d r i f t 

e q u i l i b r i u m f o r a t l e a s t 1 0 0 y e a r s . T h i s f i n d i n g d o e s n o t d i r e c t l y i m p l y 

t h a t M H C i s i n m u t a t i o n - d r i f t e q u i l i b r i u m a s w e l l , d u e t o t h e d i f f e r e n t 

t y p e o f m u t a t i o n a l p r o c e s s e s i n v o l v e d . H o w e v e r , t h e i n f o r m a t i o n o b t a i n e d 

f r o m d i f f e r e n t n e u t r a l d i v e r s i t y m e a s u r e s s u g g e s t s t h a t t h e e f f e c t i v e 

p o p u l a t i o n s i z e i n t h e m a j o r i t y o f G M p o p u l a t i o n s h a s b e e n s t a b l e f o r a t 

l e a s t 1 0 0 y e a r s , w h i c h i s a n i m p o r t a n t f a c t o r i n t h e d y n a m i c s o f t h e d r i f t 

v s . P M B S e f f e c t . 
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Mimus 
polyg I'ottos 
(12) 

( ^ P i n t a ( 1 3 ) 

Q > M a r c h e n a ( 1 6 ) 
I s a b e l a ( 1 6 ) 

Mimus parvulus 
/ ^ S a n t i a g o ( 1 6 ) 

^ ^ R a b i d a ( 1 4 ) 

^ A s a n t a C r u z ( 1 5 ) / 

/ ^ C r i s t o b a l ( 1 3 ) 
o 

a n i 
( 1 5 ) 

S a n t a F e / f Mimus melanotis 

, C h a m p i o n ( 1 3 ) , / ' 

F l o r e a n a O - G a r d n e r 

Mimus trifasciatus 
( 1 4 ) 

A , E s p a f i o l a ( 1 8 ) 

Mimus macdonaldi 

Figure 1 D i s t r i b u t i o n o f p o p u l a t i o n s a n d s p e c i e s o f G a l a p a g o s 

M o c k i n g b i r d s w i t h n u m b e r s o f s a m p l e d i n d i v i d u a l s i n p a r e n t h e s e s . T h e 

n u m b e r o f s a m p l e d i n d i v i d u a l s o f Mimus polyglottos w i t h t h e 

a p p r o x i m a t e c o l l e c t i o n s i t e i s s h o w n i n t h e i n s e r t e d b o x . 

I n t h i s s t u d y , w e a i m e d t o t e s t t h e e f f e c t o f d r i f t a n d b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

o n M H C I i p d i v e r s i t y i n G M . W e i n v e s t i g a t e d M H C I I ( 3 d i v e r s i t y i n 1 2 

d i s t i n c t p o p u l a t i o n s o f G M , c o v e r i n g t h e f o u r d i f f e r e n t G M s p e c i e s , a n d 

c o m p a r e d o b s e r v e d p a t t e r n s w i t h o n e p o p u l a t i o n o f t h e i r c l o s e l y r e l a t e d 
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c o n t i n e n t a l s p e c i e s , t h e N o r t h e r n M o c k i n g b i r d (Mimus polyglottos) [ t i m e 

o f d i v e r g e n c e : 5 . 7 M a ( J e t z e t a l . 2 0 1 2 ) ] . W e f o c u s e d o u r a n a l y s e s o n t h e 

p o p u l a t i o n r a t h e r t h a n t h e s p e c i e s l e v e l , b e c a u s e p o p u l a t i o n s r e p r e s e n t 

n a t u r a l e v o l u t i o n a r y u n i t s t h a t r e f l e c t d i f f e r e n c e s i n t h e d i s t r i b u t i o n o f 

g e n e t i c d i v e r s i t y . W e p r e d i c t e d : ( i ) h i g h e r M H C I I ( 3 d i v e r s i t y i n M . 

polyglottos c o m p a r e d t o G M d u e t o w e a k e r g e n e t i c d r i f t a n d s t r o n g e r 

s e l e c t i o n p r e s s u r e o n t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n , w h e r e t h e p o p u l a t i o n 

s i z e i s l a r g e r a n d p a t h o g e n d i v e r s i t y i s h i g h e r ( W i k e l s k i e t a l . 2 0 0 4 ; 

H e l l g r e n e t a l . 2 0 1 1 ) , ( i i ) a p o s i t i v e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n M H C I i p 

d i v e r s i t y a n d p o p u l a t i o n s i z e , ( i i i ) a g r e a t e r d e c r e a s e i n i n d i v i d u a l 

M H C I i p d i v e r s i t y t h a n i n m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y w i t h d e c r e a s i n g 

p o p u l a t i o n s i z e , b e c a u s e o f t h e f i x a t i o n o f t h e s a m e M H C I I ( 3 a l l e l e a c r o s s 

m u l t i p l e l o c i ( d r i f t a c r o s s l o c i h y p o t h e s i s ; E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ) . 

F u r t h e r m o r e , w e i n f e r r e d t h e e f f e c t a n d n a t u r e o f P M B S b a s e d o n a n 

a n a l y s i s o f s e v e r a l m o l e c u l a r p a t t e r n s : ( i ) t h e r a t e o f a c c u m u l a t i o n o f 

n o n s y n o n y m o u s a n d s y n o n y m o u s m u t a t i o n s ( d N / d S ) i n M H C I I ( 3 l o c u s 

w a s u s e d t o e v a l u a t e w h e t h e r h i s t o r i c a l b a l a n c i n g s e l e c t i o n w a s p r e s e n t i n 

t h e s y s t e m ( G a r r i g a n & H e d r i c k 2 0 0 3 ) , ( i i ) s h a r i n g o f M H C a l l e l e s 

b e t w e e n p o p u l a t i o n s w a s a n a l y s e d t o d e t e c t t h e p r e s e n c e o f t r a n s - s p e c i e s 

a n d t r a n s p o p u l a t i o n e v o l u t i o n ( K l e i n e t a l . 2 0 0 7 ) , a n d ( i i i ) t h e r e l a t i o n s h i p 

b e t w e e n t h e g e n e t i c d i s t a n c e a n d p o p u l a t i o n s i z e w a s u s e d t o t e s t 

d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e h y p o t h e s i s - t h e c a s e w h e n s m a l l p o p u l a t i o n s 

h a v e m o r e d i v e r g e n t M H C a l l e l e s t h a n e x p e c t e d d u e t o P M B S ( W a k e l a n d 

e t a l . 1 9 9 0 ; A g u d o e t a l . 2 0 1 1 ) . 
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P o p u l a t i o n ( s p . ) I s l . S i z e 
( H a ) 

N e >fcind. A i A i _ s d A p P r i v . _ 
A p 

D i D i s d A R I I S H S s d s u p e r 
_ N o 

C h a m p i o n ( M . t r i ) 9 . 5 0 4 3 . 3 9 13 4 . 2 3 1.36 13 0 0 . 1 5 4 0 . 0 2 9 1 . 1 6 1 0 . 0 6 5 0 . 0 2 9 5 
G a r d n e r - b y - F l o r e a n a 8 1 . 0 0 1 3 2 . 7 4 14 7 . 3 6 1.15 17 5 0 . 1 9 4 0 . 0 1 7 1 .989 0 . 2 8 8 0 . 0 8 1 6 
( M . t r i ) 
R a b i d a ( M . p a r ) 4 9 9 . 3 0 2 3 8 . 7 6 14 6 . 0 0 2 . 8 8 2 9 3 0 . 1 8 5 0 . 0 1 7 2 . 9 6 6 0 . 5 4 1 0 . 0 5 7 6 
S t F e ( M . p a r ) 2 4 1 3 . 0 0 5 1 3 . 1 3 15 3 . 2 0 2 . 0 1 14 1 0 . 2 6 1 0 . 0 5 2 2 . 0 2 1 0 . 2 8 2 0 . 0 5 4 5 
P i n t a ( M . p a r ) 5 9 4 0 . 0 0 N A 13 5 . 7 7 2 . 0 9 2 2 2 0 . 1 6 7 0 . 0 4 9 2 . 4 2 5 0 . 3 6 4 0 . 1 0 9 5 
E s p a n o l a ( M . m a c ) 6 0 4 8 . 0 0 4 2 4 . 6 9 18 6 . 3 3 2 . 0 6 2 4 4 0 . 1 3 5 0 . 0 3 0 1 .901 0 . 2 5 4 0 . 0 7 2 5 
M a r c h e n a ( M . p a r ) 1 2 9 9 6 . 0 0 8 0 8 . 6 9 16 5 . 0 6 1.34 17 2 0 . 1 6 6 0 . 0 4 7 2 . 8 0 8 0 . 4 5 8 0 . 0 9 2 4 
S a n C r i s t o b a l ( M . m e l ) 5 5 8 0 8 . 6 0 1 2 0 6 . 4 6 13 2 . 9 2 1.32 14 3 0 . 1 2 5 0 . 0 4 1 2 . 6 8 5 0 . 3 7 8 0 . 0 7 8 5 
S a n t i a g o ( M . p a r ) 5 8 4 6 5 . 0 0 1 3 6 3 . 4 0 16 6 . 6 9 1.99 4 0 10 0 . 1 8 6 0 . 0 2 9 3 . 9 2 3 0 . 5 5 3 0 . 0 5 9 6 
F e r n a n d i n a ( M . p a r ) 6 4 2 4 8 . 0 0 N A 14 7 . 7 1 1.86 28 5 0 . 1 8 9 0 . 0 2 5 3 . 3 9 4 0 . 4 4 5 0 . 0 9 4 6 
S t C r u z ( M . p a r ) 9 8 5 5 5 . 0 0 1 1 1 6 . 8 8 15 5 . 8 0 1.32 35 7 0 . 1 5 4 0 . 0 2 9 3 . 8 2 9 0 . 6 0 5 0 . 1 1 9 6 
I s a b e l a ( M . p a r ) 4 5 8 8 1 2 . 0 0 1 5 9 0 . 8 6 16 6 . 8 1 2 . 5 1 4 8 10 0 . 1 7 7 0 . 0 3 7 3 . 4 3 0 0 . 5 1 7 0 . 0 9 4 6 
C o n t i n e n t ( M . p o l ) N A N A 12 6 . 3 3 2 . 7 1 3 2 3 0 0 . 2 7 3 0 . 0 1 7 5 . 8 2 7 0 . 6 5 1 0 . 0 9 2 6 

I s l . S i z e ( H a ) , s i z e o f i s l a n d i n h e c t a r e s ; N e , e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e e s t i m a t e a d o p t e d f r o m I l o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 b ) ; N o i n d . , n u m b e r o f 
s a m p l e d i n d i v i d u a l s ; A i , n u m b e r o f M H C I I f i a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l a v e r a g e d p e r p o p u l a t i o n ; A i _ s d , s t a n d a r d d e v i a t i o n o f A i ; A p , t o t a l 
n u m b e r o f t r u e M H C I I B a l l e l e s p e r p o p u l a t i o n ; P r i v . _ A p , n u m b e r o f p r i v a t e M H C I I J 3 a l l e l e s ; D i , e s t i m a t e o f d i s t a n c e o f a l l e l e s w i t h i n 

a n i n d i v i d u a l a v e r a g e d p e r p o p u l a t i o n ; D i _ s d , s t a n d a r d d e v i a t i o n o f D i ; A R , m i c r o s a t e l h t e a l l e l i c r i c h n e s s ; H S , o b s e r v e d 
m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y a v e r a g e d p e r p o p u l a t i o n ; H S _ s d , s t a n d a r d d e v i a t i o n o f H S ; s u p e r _ N o , n u m b e r o f s u p e r t y p e s p e r 
p o p u l a t i o n . 



C h a p t e r I 

Materials and methods 

Samples and micro satellite data 

S a m p l e s u s e d i n t h i s s t u d y ( 1 8 9 i n d i v i d u a l s ) c o m p r i s e a s u b s e t o f s a m p l e s 

( 1 7 7 ) f r o m G M u s e d i n H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 b ) a n d 1 2 i n d i v i d u a l s f r o m 

Mimus polyglottos. D N A w a s o b t a i n e d f r o m b l o o d s a m p l e s c o l l e c t e d o n 

1 2 G a l a p a g o s I s l a n d s ( F i g u r e 1 ) b e t w e e n 2 0 0 3 a n d 2 0 0 8 c o v e r i n g t h e 

r a n g e o f t h e f o u r s p e c i e s ( H o e c k e t a l . 2 0 0 9 , 2 0 1 0 b ) . I n e a c h p o p u l a t i o n , 

t h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d w i t h i n a m a x i m u m t i m e s p a n o f 2 y e a r s , w i t h 

t h e e x c e p t i o n o f I s a b e l a w h e r e f i v e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d i n 2 0 0 3 a n d 

1 1 i n 2 0 0 8 . A l l s a m p l e s o f M . polyglottos w e r e c o l l e c t e d i n 2 0 1 3 f r o m a 

p o p u l a t i o n n e a r S a n D i e g o , C a l i f o r n i a . D N A e x t r a c t i o n w a s p e r f o r m e d a s 

d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( H o e c k e t a l . 2 0 0 9 ) . A l l i n d i v i d u a l s f r o m G a l a p a g o s 

a n d t h e m a i n l a n d w e r e g e n o t y p e d a t 2 6 m i c r o s a t e l l i t e l o c i f o l l o w i n g 

p r e v i o u s l y e s t a b l i s h e d p r o t o c o l s ( H o e c k & K e l l e r 2 0 1 2 ) , u s i n g p r i m e r s 

t h a t w e r e d e s i g n e d b a s e d o n f o u r i n d i v i d u a l s f r o m t h r e e G M p o p u l a t i o n s 

( H o e c k e t a l . 2 0 0 9 ) . F o r 1 2 o f t h e i s l a n d s , t h e m i c r o s a t e l l i t e d a t a w e r e 

a d o p t e d f r o m H o e c k & K e l l e r ( 2 0 1 2 ) . N e w m i c r o s a t e l l i t e g e n o t y p e s f o r 

t h i s s t u d y w e r e g e n e r a t e d f o r t h e p o p u l a t i o n o f M . parvulus f r o m P i n t a 

a n d f o r M . polyglottos u s i n g t h e s a m e p r i m e r s a s i n H o e c k & K e l l e r 

( 2 0 1 2 ) . M i c r o s a t e l l i t e g e n o t y p e s a r e a v a i l a b l e i n T a b l e S I ( S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n ) . 

M H C primer design and testing 

T o d e s i g n r e l i a b l e p r i m e r s f o r M H C I I e x o n 2 0 ( M H C I i p ) i n G M , w e f i r s t 

a m p l i f i e d t h e e x o n a n d s u r r o u n d i n g i n t r o n s w i t h p r i m e r s l a a n d 2 a 

d e s i g n e d f o r L i t t l e G r e e n b u l (Andropadus virens; A g u i l a r & E d w a r d s 

2 0 0 6 ) . T h e r e s u l t i n g p r o d u c t s f r o m 1 2 d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s o f G M ( 1 

i n d i v i d u a l p e r p o p u l a t i o n ) w e r e c l o n e d i n t o Escherichia coli p l a s m i d s 

u s i n g P G E M - T E a s y V e c t o r S y s t e m s ( P r o m e g a ) . A r e l i a b l e s e q u e n c e w a s 
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C h a p t e r I 

o b t a i n e d o n l y f o r M . melanotis. T h i s s e q u e n c e w a s a l i g n e d w i t h 

h o m o l o g o u s s o n g b i r d M H C I I ( 3 f r a g m e n t s (Ficedula albicollis, Erithacus 

rubecula, Turdus iliacus a n d Luscinia svecica) i n G E N E I O U S 7 . 0 . 6 

( B i o m a t t e r s L t d . ) . B a s e d o n t h i s a l i g n m e n t , s p e c i f i c p r i m e r s 

( M o c 3 2 5 F / R ) w e r e d e s i g n e d a t c o n s e r v e d p o s i t i o n s , c o r r e s p o n d i n g t o 

p r e v i o u s l y k n o w n p r i m e r s 3 2 5 / 3 2 6 ( E d w a r d s e t a l . 1 9 9 5 ) . T h e f o r w a r d 

p r i m e r s i t e l i e s + 4 8 b p f r o m t h e 5 ' e n d , a n d t h e r e v e r s e p r i m e r s i t e 5 7 b p 

f r o m t h e 3 ' e n d o f t h e M H C I i p e x o n 2 . I n t h e f i n a l s t e p o f t h e p r i m e r 

d e s i g n , w e v e r i f i e d t h a t o u r p r i m e r s M o c 3 2 5 F / R a m p l i f i e d p r o d u c t s i n t h e 

d e s i r e d r a n g e ( b e t w e e n 1 6 3 a n d 1 6 4 b p ) c o n s i s t e n t l y a c r o s s a l l s p e c i e s 

a n d p o p u l a t i o n s o f G M a n d M . polyglottos. 

High-throughput sequencing of M H C I i p 

S e q u e n c i n g o f t h e M H C f r a g m e n t w a s c a r r i e d o u t i n t w o r u n s o n t h e I o n 

T o r r e n t s e q u e n c i n g p l a t f o r m ( R o t h b e r g e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e I o n T o r r e n t 

s p e c i f i c p r i m e r s M o c 3 2 5 * i o n w e r e c o m p o s e d o f a p l a t f o r m - s p e c i f i c 

a d a p t o r s e q u e n c e , i n d i v i d u a l t a g s ( o n l y i n f o r w a r d p r i m e r s ) a n d 

M H C - s p e c i f i c p r i m e r s M o c 3 2 5 F / R ( D o c u m e n t S I , S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n ) . 

W e s e l e c t e d 1 2 - 1 8 s a m p l e s f r o m e a c h p o p u l a t i o n , r e s u l t i n g i n 1 8 9 u n i q u e 

s a m p l e s i n t o t a l ( T a b l e S 2 , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . A t o t a l o f 2 1 s a m p l e s 

w e r e r e p l i c a t e d i n a n i n d e p e n d e n t P C R u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s , e x c e p t 

t h a t d i f f e r e n t i n d i v i d u a l t a g s w e r e u s e d . T h e s e r e p l i c a t e d s a m p l e s w e r e 

u s e d t o e s t i m a t e t h e a c c u r a c y o f t h e g e n o t y p i n g . T h e s a m p l e s e t w a s 

d i v i d e d i n t o t w o b a t c h e s f o r s e q u e n c i n g i n t h e t w o I o n T o r r e n t r u n s . 

I n t h e i n i t i a l P C R a m p l i f i c a t i o n o f t h e a m p l i c o n l i b r a r y ( D o c u m e n t S I , 

S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) , w e f o l l o w e d t h e g u i d e l i n e s o f L e n z & B e c k e r 

( 2 0 0 8 ) t o m i n i m i z e t h e o c c u r r e n c e o f a r t i f i c i a l c h i m e r a s ( e . g . u s a g e o f 

n o n p r o o f r e a d i n g e n z y m e , r e d u c e d n u m b e r o f P C R c y c l e s a n d i n c r e a s e d 

e l o n g a t i o n t i m e ) . C o n c e n t r a t i o n o f t h e p r o d u c t s w a s m e a s u r e d u s i n g 
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Q U B I T 2 . 0 F l u o r o m e t e r H i g h S e n s i t i v i t y d s D N A k i t ( L i f e T e c h n o l o g i e s , 

G r a n d I s l a n d , N Y , U S A ) , a n d a m p l i c o n s w e r e p o o l e d e q u i m o l a r l y . T h e 

r e s u l t i n g l i b r a r y w a s p u r i f i e d u s i n g t h e A G E N C O U R T A M P U R E s y s t e m 

( A g e n c o u r t B i o s c i e n c e C o r p o r a t i o n , B e v e r l y , M A , U S A ) . P r e c i s e 

m e a s u r e m e n t o f l i b r a r y s i z e a n d c o n c e n t r a t i o n w a s p e r f o r m e d o n B i o 

a n a l y s e r i n s t r u m e n t ( A g i l e n t T e c h n o l o g i e s ) , a n d t h e f i n a l l i b r a r i e s w e r e 

d i l u t e d t o a r e q u i r e d c o n c e n t r a t i o n o f 2 6 p M o f D N A . 

T h e I o n T o r r e n t s e q u e n c i n g w a s p e r f o r m e d a t t h e I n s t i t u t e f o r 

N a n o m a t e r i a l s a t t h e T e c h n i c a l U n i v e r s i t y o f L i b e r e c , C z e c h R e p u b l i c . 

T h e e m u l s i o n P C R w a s p r e p a r e d u s i n g t h e I O N O N E T O U C H T M 2 

S y s t e m ( L i f e T e c h n o l o g i e s ) w i t h a 4 0 0 - b p c h e m i s t r y k i t a c c o r d i n g t o t h e 

m a n u f a c t u r e r ' s m a n u a l . T h e e n r i c h e d I o n S p h e r e s w e r e l o a d e d o n t o t w o 

3 1 8 T M I o n T o r r e n t C h i p s , a n d o n e d i r e c t i o n a l s e q u e n c i n g w a s c o n d u c t e d 

o n t h e I o n T o r r e n t P e r s o n a l G e n o m e M a c h i n e ( L i f e T e c h n o l o g i e s ) . 

M H C I i p allele and supertype identification 

D e m u l t i p l e x i n g o f t h e s e q u e n c e r e a d s w a s p e r f o r m e d i n t h e I O N 

R E P O R T E R T M s o f t w a r e ( 4 . 0 , L i f e T e c h n o l o g i e s ) . L o w - q u a l i t y r e a d s 

( D o c u m e n t S I , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) w e r e d i s c a r d e d . I d e n t i c a l 

s e q u e n c e r e a d s w i t h i n t h e a m p l i c o n ( v a r i a n t s ) w e r e c o l l a p s e d w h i l e t h e i r 

f r e q u e n c y w a s r e c o r d e d b y f a s t x _ c o l l a p s e r s c r i p t f r o m t h e F A S T X - t o o l k i t 

( h t t p : / / h a n n o n l a b . c s h l . e d u / f a s t x _ t o o l k i t / i n d e x . h t m l ) . S i n g l e t o n s w e r e 

d i s c a r d e d a s p o s s i b l e P C R a r t e f a c t s . T h e i n v e s t i g a t i o n o f r e a d l e n g t h 

d i s t r i b u t i o n s a n d a m i n o a c i d s e q u e n c e s s h o w e d t h a t r e a d s l o n g e r o r 

s h o r t e r t h a n t h e e x p e c t e d 1 6 4 b p w e r e e i t h e r h o m o p o l y m e r e r r o r s o r 

p u t a t i v e p s e u d o g e n e s w i t h f r a m e s h i f t m u t a t i o n s . B a s e d o n t h i s f i n d i n g , 

o n l y t h e r e a d s o f 1 6 4 b p p a s s e d t o t h e n e x t s t e p b e c a u s e w e a i m e d t o 

c a p t u r e o n l y f u n c t i o n a l v a r i a t i o n . 

T r u e a l l e l e s w e r e i n i t i a l l y i d e n t i f i e d b a s e d o n t h e a s s u m p t i o n t h a t t h e i r 
s e q u e n c i n g d e p t h ( f r e q u e n c y ) i s c o n s i d e r a b l y h i g h e r t h a n t h e s e q u e n c i n g 
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d e p t h o f a r t e f a c t s . T h e t h r e s h o l d d e p t h d i s c r i m i n a t i n g t r u e a l l e l e s f r o m 

a r t e f a c t s w a s a s s e s s e d i n d i v i d u a l l y f o r e a c h a m p l i c o n u s i n g t h e d e g r e e o f 

c h a n g e ( D O C ) m e t h o d ( L i g h t e n e t a l . 2 0 1 4 b ) . T h i s a p p r o a c h w a s 

c o m p l e m e n t e d b y t h e c h i m e r a d e t e c t i o n a n d M H C a l l e l e f i l t e r i n g p i p e l i n e 

d e v e l o p e d b y S o m m e r e t a l . ( 2 0 1 3 ) . A l l d e t a i l s a b o u t a l l e l e f i l t e r i n g a r e 

a c c e s s i b l e i n D o c u m e n t S I ( S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . A l s o , w e m a d e a 

B L A S T s e a r c h u s i n g o u r t r u e M H C I I ( 3 v a r i a n t s a g a i n s t s e q u e n c e s i n 

G e n B a n k ( h t t p : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / g e n b a n k / ) i n o r d e r t o d e t e c t 

p o s s i b l e c r o s s - c o n t a m i n a t i o n a n d t o r e v e a l t h e c l o s e s t a v a i l a b l e s p e c i e s 

c o n t a i n i n g h o m o l o g o u s M H C I I ( 3 s e q u e n c e s . 

A c c u r a c y o f t h e g e n o t y p i n g w a s a n a l y s e d b a s e d o n 2 0 r e p l i c a t e d s a m p l e s 

( o n e r e p l i c a t e w a s r e m o v e d d u e t o p o o r a m p l i f i c a t i o n ) . F o r e a c h 

r e p l i c a t e d s a m p l e , a c c u r a c y w a s c a l c u l a t e d a s t h e r a t i o b e t w e e n t h e 

n u m b e r o f a l l e l e s t h a t s h o w e d u p i n b o t h r u n s a n d t h e t o t a l n u m b e r o f 

a l l e l e s . T h e m e a s u r e w a s a v e r a g e d a c r o s s a l l r e p l i c a t e s . 

R e c o g n i t i o n o f d i f f e r e n t a n t i g e n s b y M H C i s a t r a i t a f f e c t e d b y b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n . G r o u p s o f d i f f e r e n t M H C a l l e l e s c a n r e c o g n i z e s i m i l a r a n t i g e n 

m o t i f s , a n d s u c h g r o u p s a r e c a l l e d s u p e r t y p e s . T h e r e f o r e , b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n m a y a f f e c t f u n c t i o n a l v a r i a t i o n v i a t h e n u m b e r o f s u p e r t y p e s 

r a t h e r t h a n t h e n u m b e r o f i n d i v i d u a l a l l e l e s ( T r a c h t e n b e r g e t a l . 2 0 0 3 ; 

H u c h a r d e t a l . 2 0 1 3 ; S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ) . T o t e s t w h e t h e r s e l e c t i o n 

m a i n t a i n e d s i m i l a r s u p e r t y p e d i v e r s i t y a c r o s s t h e s t u d i e d p o p u l a t i o n s , w e 

d e t e r m i n e d t h e s u p e r t y p e s a c c o r d i n g t o D o y t c h i n o v a & F l o w e r ( 2 0 0 5 ) . 

I n i t i a l l y , w e i d e n t i f i e d a m i n o a c i d s i t e s u n d e r p o s i t i v e s e l e c t i o n b y S L A C 

t e s t ( K o s a k o v s k y P o n d & F r o s t 2 0 0 5 ) o n t h e D a t a m o n k e y w e b s e r v e r 

( D e l p o r t e t a l . 2 0 1 0 ) . T h e t e s t w a s c o n d u c t e d o n a l i g n m e n t o f a l l M H C I i p 

v a r i a n t s f o r t h e w h o l e 1 6 4 - b p M H C f r a g m e n t . S u b s e q u e n t l y , t h e 

s u p e r t y p e s w e r e d e t e r m i n e d b a s e d o n p h y s i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f t h e 

n i n e a m i n o a c i d s i t e s t h a t w e r e f o u n d u n d e r p o s i t i v e s e l e c t i o n b y S L A C . 

C l u s t e r i n g o f a l l e l e s w a s p e r f o r m e d b y d i s c r i m i n a n t a n a l y s i s o f p r i n c i p l e 

c o m p o n e n t s o f t h e a m i n o a c i d p h y s i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s 
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( h y d r o p h o b i c i t y , s t e r i c b u l k , p o l a r i t y a n d e l e c t r o n i c e f f e c t ) a d o p t e d f r o m 

S a n d b e r g e t a l . ( 1 9 9 8 ) . T h e a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g p a c k a g e 

a d e g e n e t 2 . 0 . 1 i n R ( J o m b a r t 2 0 0 8 ; R C o r e T e a m 2 0 1 4 ) . K - m e a n s 

c l u s t e r i n g a l g o r i t h m w a s u s e d t o i d e n t i f y t h e o p t i m a l n u m b e r o f c l u s t e r s 

w i t h A B I C < 2 r u l e a s i n L i l l i e e t a l . ( 2 0 1 5 ) . 

M H C I i p diversity in G M and M. polyglottos 

T o a s c e r t a i n t h e d i f f e r e n c e s i n M H C I i p d i v e r s i t y b e t w e e n i n s u l a r a n d 

c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s ( p r e d i c t i o n i ) , w e u s e d f i v e m e a s u r e s o f M H C I i p 

d i v e r s i t y : ( i ) t h e n u m b e r o f u n i q u e a l l e l e s p e r p o p u l a t i o n ( p o p u l a t i o n 

a l l e l i c d i v e r s i t y , A p ) ; ( i i ) t h e n u m b e r o f a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) ; ( i i i ) 

m e a n e v o l u t i o n a r y d i s t a n c e b e t w e e n a m i n o a c i d v a r i a n t s i n a n i n d i v i d u a l 

r e p r e s e n t i n g f u n c t i o n a l d i v e r s i t y o f t h e M H C I i p p r o t e i n ( D i ) . D i w a s 

e s t i m a t e d i n M E G A 6 ( T a m u r a e t a l . 2 0 1 3 ) a s t h e n u m b e r o f a m i n o a c i d 

d i f f e r e n c e s o v e r a l l s e q u e n c e p a i r s w i t h i n e a c h i n d i v i d u a l u s i n g a 

p - d i s t a n c e m o d e l ; ( i v ) t h e n u m b e r o f M H C I i p s u p e r t y p e s p e r p o p u l a t i o n ; 

a n d ( v ) t h e n u m b e r o f s u p e r t y p e s p e r i n d i v i d u a l . A i a n d A p w e r e 

g e n e r a t e d b y S Q L q u e r y o f t h e d a t a s e t ( T a b l e S 3 , S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n ) . D i f f e r e n c e s i n f u n c t i o n a l M H C I i p d i v e r s i t y p a t t e r n s w e r e 

c o n t r a s t e d w i t h d i v e r s i t y p a t t e r n s o f n e u t r a l m i c r o s a t e l l i t e s - i n d i v i d u a l 

h e t e r o z y g o s i t y ( H S ) a n d a l l e l i c r i c h n e s s o n t h e p o p u l a t i o n l e v e l ( A R ) . H S 

w a s c a l c u l a t e d i n t h e p r o g r a m G E N H E T a s t h e r a t i o o f t h e n u m b e r o f 

h e t e r o z y g o u s l o c i d i v i d e d b y t h e n u m b e r o f g e n o t y p e d l o c i ( C o u l o n 

2 0 1 0 ) . A R w a s c a l c u l a t e d u s i n g p a c k a g e h i e r f s t a t ( G o u d e t 2 0 0 5 ) i n R . 

O n e w a y A N O V A w a s u s e d t o t e s t f o r d i f f e r e n c e s i n t h e M H C I i p 

d i v e r s i t y i n d i c e s A i a n d D i a n d m i c r o s a t e l l i t e H S a m o n g p o p u l a t i o n s . 

M u l t i p l e c o m p a r i s o n s o f d i f f e r e n c e s b e t w e e n p o p u l a t i o n s w e r e c o n d u c t e d 

b y T u k e y ' s H S D t e s t i n R ( R C o r e T e a m 2 0 1 4 ) . 

Effects of genetic drift on M H C I i p diversity 
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T o t e s t w h e t h e r i n d i v i d u a l M H C d i v e r s i t y w a s a f f e c t e d b y p o p u l a t i o n s i z e 

( p r e d i c t i o n i i ) , w e c o n s t r u c t e d a r e g r e s s i o n b e t w e e n t h e n u m b e r o f 

M H C I i p a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) a n d i s l a n d s i z e ( n a t u r a l 

l o g - t r a n s f o r m e d , a s a p r o x y o f p o p u l a t i o n s i z e ) . T o c o n t r o l f o r s t u d y 

d e s i g n , w e u s e d p o p u l a t i o n i d e n t i t y a s a r a n d o m f a c t o r . W e p e r f o r m e d a 

g e n e r a l i z e d l i n e a r m o d e l w i t h m i x e d e f f e c t s ( G L M M ) i n p a c k a g e L M E 4 

( B a t e s e t a l . 2 0 1 5 ) . B e c a u s e A i i s a c o u n t r e p r e s e n t e d b y n a t u r a l n u m b e r s , 

w e u s e d P o i s s o n e r r o r d i s t r i b u t i o n i n t h e m o d e l . O v e r d i s p e r s i o n i n t h i s 

m o d e l w a s n e g l i g i b l e ( D o c u m e n t S I , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . T o a s s e s s 

h o w n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y w a s a f f e c t e d b y p o p u l a t i o n s i z e , w e 

a n a l y s e d r e g r e s s i o n b e t w e e n H S a n d p o p u l a t i o n s i z e u s i n g a l i n e a r m o d e l 

w i t h p o p u l a t i o n i d e n t i t y a s a r a n d o m f a c t o r . H S s h o w e d a n o r m a l 

d i s t r i b u t i o n ; t h e r e f o r e , a l i n e a r m o d e l w i t h a G a u s s i a n d i s t r i b u t i o n w a s 

u t i l i z e d . T h e s l o p e s o f t h e r e g r e s s i o n s o f M H C A i a n d m i c r o s a t e l l i t e H S 

w e r e c o m p a r e d t o a s s e s s t h e r e l a t i v e r o l e o f g e n e t i c d r i f t o n f u n c t i o n a l 

a n d n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t i e s . I f d r i f t a c r o s s l o c i i n M H C I I ( 3 i s p r e s e n t , 

w e s h o u l d o b s e r v e a s t e e p e r p o s i t i v e s l o p e i n t h e r e g r e s s i o n o f A i o n 

p o p u l a t i o n s i z e t h a n o f H S o n p o p u l a t i o n s i z e ( p r e d i c t i o n i i i ) . T h e 

r e g r e s s i o n s b e t w e e n p o p u l a t i o n s i z e a n d g e n e t i c d i v e r s i t i e s w e r e o n l y 

p e r f o r m e d f o r G M p o p u l a t i o n s ( s u b s e t o f T a b l e S 3 , S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n ) , b e c a u s e a n e s t i m a t e o f p o p u l a t i o n s i z e w a s l a c k i n g f o r t h e 

M . polyglottos p o p u l a t i o n . R e g r e s s i o n b e t w e e n t h e n u m b e r o f M H C 

s u p e r t y p e s a n d p o p u l a t i o n s i z e w a s a n a l y s e d i n t h e s a m e w a y . 

T o t e s t w h e t h e r t h e p o p u l a t i o n - l e v e l M H C d i v e r s i t y ( A p ) w a s a f f e c t e d b y 

p o p u l a t i o n s i z e , w e p e r f o r m e d a r e g r e s s i o n b e t w e e n t h e n u m b e r o f a l l e l e s 

f o u n d i n t h e p o p u l a t i o n ( A p ) a n d t h e n a t u r a l l o g a r i t h m o f i s l a n d s i z e i n a 

l i n e a r m o d e l w i t h G a u s s i a n d i s t r i b u t i o n . I n d i v i d u a l p o p u l a t i o n s w e r e 

t a k e n a s d a t a p o i n t s , a n d t h e r e f o r e , t h e s a m p l e s i z e w a s o n l y 1 2 . T h u s , w e 

e x a m i n e d t h i s r e l a t i o n s h i p b e a r i n g i n m i n d t h a t a n a b s e n c e o f a 

c o r r e l a t i o n m i g h t b e c a u s e d b y a l a c k o f s t a t i s t i c a l p o w e r . A s i m i l a r l i n e a r 

m o d e l w a s c o n s t r u c t e d t o t e s t f o r t h e e f f e c t o f i s l a n d s i z e o n 
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m i c r o s a t e l l i t e A R a t t h e p o p u l a t i o n l e v e l . T o c o m p a r e t h e e f f e c t o f i s l a n d 

s i z e o n A R a n d A p , w e c o n s t r u c t e d l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l s b e t w e e n t h e 

p r o p o r t i o n a l r e d u c t i o n i n e a c h g e n e t i c d i v e r s i t y m e a s u r e a n d i s l a n d s i z e . 

T o q u a n t i f y t h e p r o p o r t i o n a l r e d u c t i o n i n g e n e t i c d i v e r s i t y f o r e a c h 

p o p u l a t i o n , w e c a l c u l a t e d a r a t i o b e t w e e n t h e A p o r A R v a l u e f o r a g i v e n 

p o p u l a t i o n a n d t h e v a l u e f o u n d o n t h e l a r g e s t i s l a n d , I s a b e l a ( A p p o p / A p I s a ; 

A R p o p / A R I s a ) . T r a n s f o r m a t i o n o f A p a n d A R i n t o t h e p r o p o r t i o n a l 

r e d u c t i o n a l l o w e d u s t o d i r e c t l y c o m p a r e r e g r e s s i o n s l o p e s b e t w e e n t h e 

t w o l i n e a r m o d e l s . A l l t h e m o d e l s w e r e c o n s t r u c t e d i n R v e r s i o n 3 . 2 . 4 ( R 

C o r e T e a m 2 0 1 4 ) . 

Effects of balancing selection on M H C I i p diversity 

W e u s e d d N / d S t e s t t o a s s e s s w h e t h e r h i s t o r i c a l b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

s h a p e d M H C I i p d i v e r s i t y ( G a r r i g a n & H e d r i c k 2 0 0 3 ) . T h e t e s t w a s 

p e r f o r m e d i n t h e p r o g r a m M E G A 6 ( T a m u r a e t a l . 2 0 1 3 ) b y a Z - t e s t f o r 

p o s i t i v e s e l e c t i o n ( H 0 : d N - d S < 1 ) u s i n g t h e N e i - G o j o b o r i m e t h o d ( N e i 

& G o j o b o r i 1 9 8 6 ) a n d J u k e s - C a n t o r c o r r e c t i o n . S L A C w a s u s e d a s a n 

a l t e r n a t i v e , m a x i m u m - l i k e l i h o o d m e t h o d f o r d e t e c t i o n o f h i s t o r i c a l 

p o s i t i v e s e l e c t i o n ( K o s a k o v s k y P o n d & F r o s t 2 0 0 5 ) . B o t h t e s t s w e r e 

c o n d u c t e d o n a l i g n m e n t o f a l l M H C I i p v a r i a n t s f o r t h e w h o l e 1 6 4 - b p 

M H C f r a g m e n t . A c o d o n - b a s e d a p p r o a c h w a s u t i l i z e d t o i d e n t i f y 

i n d i v i d u a l c o d o n s u n d e r s e l e c t i o n . W e i n v e s t i g a t e d w h e t h e r t h e r a t e s o f 

n o n s y n o n y m o u s a n d s y n o n y m o u s s u b s t i t u t i o n s ( d N - d S ) d i f f e r e d b e t w e e n 

c o d o n s t h a t a r e i n v o l v e d i n b i n d i n g / p r e s e n t i n g p a t h o g e n ( a n t i g e n b i n d i n g 

s i t e s , A B S ) a n d c o d o n s t h a t a r e n o t i n v o l v e d i n t h e p r e s e n t a t i o n 

( n o n - A B S ) . P o s i t i o n i n g o f t h e A B S i n m o c k i n g b i r d s e q u e n c e s w a s 

i n f e r r e d f r o m a h u m a n M H C I I m o l e c u l a r m o d e l ( B r o w n e t a l . 1 9 9 3 ) . 

A l s o , w e a s s e s s e d w h e t h e r t h e p o s i t i o n o f c o d o n s u n d e r s e l e c t i o n i n o u r 

s y s t e m m a t c h e d p a t t e r n s f o u n d i n o t h e r s o n g b i r d s ( D o c u m e n t S I , 

S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . 
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P h y l o g e n e t i c r e l a t i o n s h i p s o f M H C I I ( 3 a l l e l e s w e r e c o n s t r u c t e d t o 

i n v e s t i g a t e t h e p a t t e r n o f a l l e l e c l u s t e r i n g t h a t w o u l d i m p l y t h e p r e s e n c e 

o f t r a n s - p o p u l a t i o n a n d t r a n s - s p e c i e s e v o l u t i o n ( K l e i n e t a l . 2 0 0 7 ) . W e 

c o n s t r u c t e d a h a p l o t y p e n e t w o r k o f a l l 1 5 0 M H C I I ( 3 a l l e l e s i n t h e 

p r o g r a m S P L I T S T R E E 4 ( H u s o n & B r y a n t 2 0 0 6 ) u s i n g t h e n e i g h b o u r - N e t 

m e t h o d ( B r y a n t & M o u l t o n 2 0 0 4 ) t o s h o w p o s s i b l e r e t i c u l a r r e l a t i o n s h i p s 

o r i g i n a t i n g f r o m g e n e d u p l i c a t i o n a n d r e c o m b i n a t i o n i n M H C I I ( 3 . S h a r i n g 

o f a l l e l e s f o u n d i n G M p o p u l a t i o n s w a s v i s u a l i z e d b y a n h a p l o t y p e 

n e t w o r k o f M H C I I ( 3 a l l e l e s c o n s t r u c t e d b y T C S ( C l e m e n t e t a l . 2 0 0 0 ) i n 

P O P A R T ( h t t p : / / p o p a r t . o t a g o . a c . n z ) . 

T o t e s t w h e t h e r t h e s h a r i n g o f a l l e l e s b e t w e e n p o p u l a t i o n s w a s a f f e c t e d 

b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n o r w h e t h e r t h e o b s e r v e d p a t t e r n c o u l d b e e x p l a i n e d 

b y t h e r e t e n t i o n o f a n c e s t r a l p o l y m o r p h i s m , w e c o m p a r e d t h e n u m b e r o f 

s h a r e d M H C a l l e l e s w i t h t h e d i v e r g e n c e i n n e u t r a l m a r k e r s . I f t h e s h a r i n g 

o f M H C a l l e l e s w e r e d u e t o r e t e n t i o n o f a n c e s t r a l p o l y m o r p h i s m , t h e n , 

a c c o r d i n g t o t h e n e u t r a l t h e o r y ( K i m u r a 1 9 8 3 ) , w e w o u l d o b s e r v e a 

d e c r e a s i n g n u m b e r o f s h a r e d M H C I I ( 3 a l l e l e s w i t h a n i n c r e a s e i n 

p o p u l a t i o n d i v e r g e n c e . T o t e s t t h i s e m p i r i c a l l y , w e a n a l y s e d t h e 

c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e n u m b e r s o f M H C a l l e l e s s h a r e d b y e a c h p a i r o f 

p o p u l a t i o n s a n d t h e i r p a i r w i s e F s t v a l u e s b a s e d o n m i c r o s a t e l l i t e d a t a 

( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . W e a n a l y s e d t h e c o r r e l a t i o n o f t h e t w o m a t r i c e s b y 

M a n t e l t e s t u s i n g t h e V E G A N p a c k a g e i n R ( O k s a n e n e t a l . 2 0 1 5 ) . T h e 

n u m b e r o f p e r m u t a t i o n s w a s s e t t o 9 9 9 9 . W e u s e d t h e i n v e r s e o f t h e M H C 

s h a r i n g m a t r i x t o t e s t f o r a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w i t h F s t . A m a t r i x o f 

p a i r w i s e c o m p a r i s o n s o f c o m m o n a l l e l e s b e t w e e n a l l p o p u l a t i o n s o f G M 

w a s g e n e r a t e d i n R . B e c a u s e o n e p o p u l a t i o n p a i r s h a r e d n o a l l e l e s , t h e 

m a t r i x w a s i n c r e m e n t e d b y o n e b e f o r e t h e i n v e r s i o n . 

I n s m a l l p o p u l a t i o n s , P M B S s o m e t i m e s p r e s e r v e s m o r e d i v e r g e n t M H C 

a l l e l e s t h a n e x p e c t e d ( A g u d o e t a l . 2 0 1 1 ) . T o t e s t f o r t h i s s c e n a r i o , w e 

c o n s t r u c t e d l i n e a r r e g r e s s i o n b e t w e e n a m i n o a c i d d i s t a n c e ( D i ) a n d t h e 
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n a t u r a l l o g a r i t h m o f i s l a n d s i z e . T o c o n t r o l f o r d e p e n d e n c y o n 

i n t r a p o p u l a t i o n i n d i v i d u a l v a r i a t i o n , w e u s e d p o p u l a t i o n i d e n t i t y a s a 

r a n d o m f a c t o r . B e c a u s e D i s h o w e d a n o r m a l d i s t r i b u t i o n , w e c o n s t r u c t e d 

a l i n e a r m o d e l w i t h m i x e d e f f e c t s i n t h e R p a c k a g e L M E 4 . 

Results 

Sequencing and genotyping 

T w o r u n s o f t h e I o n T o r r e n t P G M s e q u e n c i n g p r o d u c e d 8 . 2 M s e q u e n c e 

r e a d s f r o m w h i c h 1 . 8 4 M r e a d s p a s s e d t h e f i r s t s e t o f f i l t e r i n g s t e p s 

( b a s e - c a l l q u a l i t y , l e n g t h , s i n g l e t o n s ) . O n e a m p l i c o n r e t a i n e d n o r e a d s 

a f t e r t h e s e s t e p s , a n d i t w a s d i s c a r d e d f r o m f u r t h e r a n a l y s i s . T h e f i n a l 

a m p l i c o n c o v e r a g e r a n g e d f r o m 3 5 t o 7 6 9 1 0 r e a d s , w i t h a n a v e r a g e o f 

7 7 7 5 r e a d s . 

A t o t a l o f 9 8 % o f a m p l i c o n s s h o w e d a p r o m i n e n t i n f l e x i o n p o i n t i n t h e 

c u m u l a t i v e p l o t s o f s e q u e n c i n g d e p t h s . T h e r e f o r e , w e c o n s i d e r e d t h e 

D O C m e t h o d s u i t a b l e f o r s e l e c t i n g t h e t h r e s h o l d v a l u e b e t w e e n a r t i f i c i a l 

a n d t r u e a l l e l e s . F i v e a m p l i c o n s w e r e d i s c a r d e d e i t h e r b e c a u s e o f a l o w 

n u m b e r o f r e a d s , o r a s m o o t h c u m u l a t i v e p l o t o f s e q u e n c i n g d e p t h s . A f t e r 

c o r r e c t i o n f o r P C R b i a s a n d i d e n t i f i c a t i o n o f c h i m e r a s , w e o b t a i n e d 1 5 0 

t r u e M H C a l l e l e s ( G e n B a n k A c c e s s i o n n o s : K T 1 2 3 8 9 9 - K T 1 2 4 1 0 5 ; 

T a b l e S 4 , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) c o r r e s p o n d i n g t o 1 4 9 p e p t i d e v a r i a n t s . 

T h e M H C g e n o t y p e s w e r e o b t a i n e d f o r 1 8 9 i n d i v i d u a l s a n d 2 0 r e p l i c a t e s . 

O n a v e r a g e , t h e a c c u r a c y b e t w e e n t h e r e p l i c a t e d s a m p l e s w a s 8 8 . 4 % . T h e 

m o s t s i m i l a r M H C I i p a l l e l e s f o u n d b y b l a s t s e a r c h b e l o n g e d t o t h e 

T h r u s h e s f a m i l y ( T u r d i d a e ; p h y l o g e n e t i c a l l y t h e c l o s e s t r e l a t i v e s o f G M 

w i t h M H C I i p s e q u e n c e d , T a b l e S 5 , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . 

M H C I i p diversity in G M and M i m u s polyglottos 

T h e n u m b e r o f M H C I I ( 3 a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) r a n g e d f r o m o n e t o 1 2 
w i t h a m e a n o f 5 . 6 7 ( m e d i a n 6 ) . A i v a r i e d s i g n i f i c a n t l y a m o n g 
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p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 2 a ; A N O V A , d . f . = 1 2 / 1 7 6 , P < 0 . 0 0 0 1 , F = 8 . 0 3 ) . 

H o w e v e r , s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e o n l y f o u n d b e t w e e n 

t h r e e p o p u l a t i o n s w i t h h i g h l y r e d u c e d A i : S t F e ( 3 . 2 ) , S a n C r i s t o b a l 

( 2 . 9 2 ) , C h a m p i o n ( 4 . 2 3 ) a n d a l m o s t a l l o t h e r p o p u l a t i o n s ( T a b l e S 6 , 

S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . T h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n ( M . polyglottos) 

w i t h A i = 6 . 3 w a s n o t s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t f r o m t h e G M p o p u l a t i o n s 

e x c e p t f o r S t F e a n d S a n C r i s t o b a l . 

T h e t o t a l n u m b e r o f M H C a l l e l e s ( A p ) v a r i e d s u b s t a n t i a l l y a c r o s s 

p o p u l a t i o n s f r o m 1 3 o n C h a m p i o n t o 4 8 o n I s a b e l a ( F i g u r e 2 b , T a b l e 1 ) , 

a n d i t w a s n o t c o r r e l a t e d w i t h t h e n u m b e r o f i n d i v i d u a l s s a m p l e d p e r 

p o p u l a t i o n ( F = 1 . 0 6 5 , d . f . = 1 1 , P = 0 . 3 2 4 , r = 0 . 0 9 ) . M . polyglottos 

s h o w e d s e v e n a l l e l e s m o r e ( A p = 3 2 ) t h a n t h e m e a n n u m b e r o f A p i n G M 

( 2 5 . 0 8 ) . H o w e v e r , t h r e e p o p u l a t i o n s o f G M s h o w e d h i g h e r A p ( I s a b e l a , 

S a n t i a g o a n d S t C r u z ) t h a n M . polyglottos ( T a b l e 1 ) . T h e a m i n o a c i d 

d i s t a n c e o f M H C I I ( 3 a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( D i ) r a n g e d f r o m 0 . 0 1 9 t o 

0 . 3 1 5 w i t h a m e a n o f 0 . 1 8 1 . A v e r a g e d D i v a r i e d s i g n i f i c a n t l y a m o n g 

p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 3 ; A N O V A , d . f . = 1 2 / 1 7 4 , P < 0 . 0 0 0 1 , F = 2 1 . 2 9 ) . 

I n t e r e s t i n g l y , t w o p o p u l a t i o n s , S t F e ( 0 . 2 6 0 ) a n d M . polyglottos ( 0 . 2 7 3 ) , 

h a d a v e r a g e D i v a l u e s a l m o s t t w o t i m e s h i g h e r t h a n a l l o t h e r p o p u l a t i o n s 

( T a b l e S 7 , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . 

C l u s t e r i n g o f 1 4 9 M H C p e p t i d e v a r i a n t s s h o w e d t h e p r e s e n c e o f e i g h t 

s u p e r t y p e s , w i t h e a c h s u p e r t y p e g r o u p i n g f i v e t o 4 7 o r i g i n a l a l l e l e s 

( F i g u r e S I , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . T h e n u m b e r o f s u p e r t y p e s p e r 

p o p u l a t i o n w a s w i t h i n a n a r r o w r a n g e f r o m f i v e t o s i x w i t h t h e e x c e p t i o n 

o f M a r c h e n a w h e r e o n l y f o u r s u p e r t y p e s w e r e f o u n d ( T a b l e 1 ) . T h e 

p o p u l a t i o n o f M . polyglottos c o n t a i n e d s i x s u p e r t y p e s i n t o t a l ( w i t h o n e 

p r i v a t e s u p e r t y p e 6 ) w h i l e s u p e r t y p e 2 w a s p r e s e n t o n l y i n G a l a p a g o s . 

T h e a v e r a g e n u m b e r o f s u p e r t y p e s p e r i n d i v i d u a l r a n g e d c o n s i d e r a b l y 

f r o m 1 . 3 o n S a n C r i s t o b a l t o 5 . 3 6 o n G a r d n e r b y F l o r e a n a ( F i g u r e S I , 

S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . M . polyglottos w i t h 3 . 7 5 w a s v e r y c l o s e t o t h e 
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a v e r a g e n u m b e r o f s u p e r t y p e s p e r i n d i v i d u a l i n G M ( 3 . 2 ) a n d s h o w e d n o 

s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e f r o m i t . 

M i c r o s a t e l l i t e i n d i v i d u a l h e t e r o z y g o s i t y ( H S ) s h o w e d m u c h h i g h e r 

v a r i a t i o n a m o n g p o p u l a t i o n s t h a n A i ( F i g u r e 2 c ; A N O V A , d . f . = 1 2 / 1 7 6 , 

P < 0 . 0 0 0 1 , F = 5 5 . 5 2 ) . M . polyglottos s h o w e d a h i g h e r a v e r a g e 

h e t e r o z y g o s i t y ( 0 . 6 5 1 ) t h a n t h e a v e r a g e h e t e r o z y g o s i t y a c r o s s G M 

p o p u l a t i o n s ( 0 . 3 9 6 ) , b u t t h e S t C r u z p o p u l a t i o n ( H S = 0 . 6 0 5 ) s h o w e d n o 

s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e f r o m t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n ( T a b l e S 8 , 

S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . O n t h e o t h e r h a n d , m i c r o s a t e l l i t e a l l e l i c r i c h n e s s 

( A R ) w a s d i s t i n c t l y h i g h e r i n t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n ( 5 . 8 2 7 ) b o t h 

c o m p a r e d t o t h e a v e r a g e A R d e t e c t e d i n G M p o p u l a t i o n s ( 2 . 7 1 1 ) a n d t o 

t h e G M p o p u l a t i o n w i t h t h e h i g h e s t A R ( 3 . 9 2 3 , S a n t i a g o ; F i g u r e 2 d ) . 
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Figure 2 G e n e t i c d i v e r s i t y i n t h e p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s 

a n d Mimus polyglottos ( c o n t i n e n t ) , ( a ) N u m b e r o f M H C I I ( 3 a l l e l e s p e r 
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i n d i v i d u a l ( A i ) p e r p o p u l a t i o n , p o p u l a t i o n s a r e o r d e r e d f r o m s m a l l e s t t o 

l a r g e s t ; ( b ) n u m b e r o f M H C I I ( 3 a l l e l e s p r e s e n t i n a p o p u l a t i o n ( A p ) w i t h 

r e s p e c t t o n a t u r a l l o g a r i t h m o f i s l a n d s i z e i n h e c t a r e s ( c o n t i n e n t n o t i n 

s c a l e ) ; ( c ) o b s e r v e d m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y ( H S ) w i t h i n i n d i v i d u a l s 

p e r p o p u l a t i o n ; ( d ) m i c r o s a t e l l i t e a l l e l i c r i c h n e s s ( A R ) w i t h r e s p e c t t o 

n a t u r a l l o g a r i t h m o f i s l a n d s i z e i n h e c t a r e s . B o x - a n d - w h i s k e r p l o t s s h o w 

t h e m e d i a n ( h o r i z o n t a l l i n e ) , u p p e r a n d l o w e r q u a r t i l e s ( b o x ) a n d 

m a x i m u m a n d m i n i m u m v a l u e s ( e x c l u d i n g o u t l i e r s r e p r e s e n t e d b y a d o t ) . 

Population size and M H C I i p diversity in G M 

A t t h e i n d i v i d u a l l e v e l , w e f o u n d n o s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e 

n u m b e r o f a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) a n d i s l a n d s i z e ( s l o p e = 0 . 0 1 5 , 9 5 % 

c o n f i d e n c e i n t e r v a l [ C I ] = 0 . 0 4 1 t o 0 . 0 7 1 , L R T = 0 . 3 1 5 , P = 0 . 5 7 5 ) , 

w h e r e a s t h e r e g r e s s i o n o f m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y ( H S ) o n i s l a n d 

s i z e w a s s i g n i f i c a n t ( s l o p e = 0 . 0 3 5 , C I = 0 . 0 1 6 - 0 . 0 5 5 , L R T = 9 . 5 0 5 , P = 

0 . 0 0 2 ) . A s t h e r e g r e s s i o n s l o p e f o r A i w a s n o t l a r g e r t h a n t h a t f o r H S , 

t h e r e w a s n o e v i d e n c e o f d r i f t a c r o s s l o c i . 

A t t h e p o p u l a t i o n l e v e l , w e f o u n d a s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e 

n u m b e r o f a l l e l e s p e r p o p u l a t i o n ( A p ) a n d i s l a n d s i z e ( s l o p e = 2 . 2 7 2 , C I = 

0 . 3 3 2 ^ . 2 1 2 , R 2 - a d j = 0 . 3 4 6 , P = 0 . 0 2 6 ) . T h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n 

m i c r o s a t e l l i t e a l l e l i c r i c h n e s s a n d p o p u l a t i o n s i z e w a s a l s o s i g n i f i c a n t 

( s l o p e = 0 . 2 1 1 , C I = 0 . 0 9 2 - 0 . 3 2 9 , R 2 - a d j = 0 . 5 7 2 , P = 0 . 0 0 3 ) . 

I n t e r e s t i n g l y , t h e e f f e c t o f i s l a n d s i z e w a s n o t d i f f e r e n t b e t w e e n 

m i c r o s a t e l l i t e s a n d M H C ( F i g u r e 5 ) . T h e s l o p e b e t w e e n t h e p r o p o r t i o n a l 

r e d u c t i o n i n m i c r o s a t e l l i t e A R a n d i s l a n d s i z e w a s 0 . 0 6 4 ( C I = 

0 . 0 2 8 - 0 . 1 0 0 , P = 0 . 0 0 3 , R 2 - a d j = 0 . 5 7 2 ) , w h i l e t h e s l o p e b e t w e e n t h e 

p r o p o r t i o n a l r e d u c t i o n i n A p a n d i s l a n d s i z e w a s 0 . 0 4 7 ( C I = 

0 . 0 0 7 - 0 . 0 8 8 , P = 0 . 0 2 6 , R 2 - a d j = 0 . 3 4 6 ) . A Z - t e s t s h o w e d n o s i g n i f i c a n t 

d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s l o p e s ( Z - t e s t = 0 . 6 8 6 , P = 0 . 2 4 8 ) . T h e n u m b e r s o f 

s u p e r t y p e s p e r p o p u l a t i o n o r i n d i v i d u a l w e r e n o t c o r r e l a t e d w i t h 

p o p u l a t i o n s i z e ( P = 0 . 5 9 7 a n d P = 0 . 2 8 9 , r e s p e c t i v e l y ) . 
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Figure 3 I n t r a - i n d i v i d u a l a m i n o - a c i d d i s t a n c e o f M H C I I ( 3 a l l e l e s p e r 

p o p u l a t i o n ( D i ) . B o x a n d w h i s k e r p l o t s s h o w t h e m e d i a n ( h o r i z o n t a l l i n e ) , 

u p p e r a n d l o w e r q u a r t i l e s ( b o x ) a n d m a x i m u m a n d m i n i m u m v a l u e s 

( e x c l u d i n g o u t l i e r s r e p r e s e n t e d b y a d o t ) . P o p u l a t i o n s a r e o r d e r e d f r o m 

s m a l l e s t t o l a r g e s t . 

Effects of balancing selection on M H C I i p diversity 

T h e c o m p a r i s o n o f s y n o n y m o u s t o n o n s y n o n y m o u s c h a n g e s s h o w e d t h a t 

t h e w h o l e M H C I i p l o c u s w a s u n d e r b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( m e a n d N - d S = 

1 . 7 4 , P = 0 . 0 4 2 ) . M o r e o v e r , t h e c o d o n s i n v o l v e d i n a n t i g e n b i n d i n g 

s h o w e d a s i g n i f i c a n t l y h i g h e r n u m b e r o f n o n s y n o n y m o u s c h a n g e s ( m e a n 

d N - d S = 1 . 5 6 ) t h a n a l l o t h e r c o d o n s ( m e a n d N - d S = 0 . 2 1 ) . T h e c o d o n s 

w i t h e l e v a t e d n u m b e r s o f n o n s y n o n y m o u s c h a n g e s ( n i n e o f t h e m a l s o 

i d e n t i f i e d b y S L A C t o b e u n d e r B S ) c o r r e s p o n d e d t o t h e s i t e s t h a t w e r e 
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f o u n d u n d e r b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n o t h e r s o n g b i r d s p e c i e s r a t h e r t h a n t o 

t h e A B S i d e n t i f i e d i n t h e h u m a n m o d e l ( F i g u r e 4 ) . I n t o t a l , w e f o u n d 1 8 

c o d o n s w i t h d N - d S > 1 , f r o m w h i c h 1 3 s i t e s m a t c h e d w i t h h o m o l o g o u s 

c o d o n s u n d e r p o s i t i v e s e l e c t i o n f o u n d i n o t h e r s p e c i e s o f s o n g b i r d s a n d 

o n l y n i n e c o r r e s p o n d e d t o h u m a n a n t i g e n b i n d i n g s i t e s . 

• c ^ l c ^ w ^ < o ^ ( D O l O ^ - c ^ ^ n ^ l n ^ D ^ a ! a ) 0 ^ - c ^ l n w l n ( D ^ c o a l O l - ^ l n < J • l n ( o ^ c o m o ^ - ^ l ! » ) q • L n < D ^ c o r o o T - c ^ l n q • 
• N M M C M f l CM <H CM CH CM M M «1 M M M M M CO g ^ ^ » 3 3 •* 3 * 3 I g U> H I l g K ) 

CO 
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C o d o n p o s i t i o n 

Figure 4 V a r i a t i o n o f d N - d S i n M H C I I ( 3 a l l e l e s i n t h e p o p u l a t i o n s o f G M 

a n d Mimus polyglottos. T h e s o l i d l i n e s h o w s n o r m a l i z e d d N - d S v a l u e s 

b a s e d o n M E G A , t h e d a s h e d l i n e i s t h e s a m e v a r i a b l e a n a l y s e d b y S L A C . 

T h e s e q u e n c e l o g o a b o v e t h e t o p X a x i s r e p r e s e n t s t h e f r e q u e n c i e s o f 

e a c h a m i n o a c i d i n t h e M H C I I ( 3 a l l e l e s . T r i a n g l e s d e n o t e c o d o n s u n d e r 

p o s i t i v e s e l e c t i o n t h a t w e r e f o u n d i n p r e v i o u s s t u d i e s o f M H C I I ( 3 i n f i v e 

o t h e r s o n g b i r d s p e c i e s : Philesturnus carunculatus a n d Philesturnus 

rufusater ( S u t t o n e t a l . 2 0 1 3 ) ; Luscinia svecica ( A n m a r k r u d e t a l . 2 0 1 0 ) ; 

Ficedula albicollis ( Z a g a l s k a - N e u b a u e r e t a l . 2 0 1 0 ) ; a n d Passer 

domesticus ( B o r g e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e s i z e o f t h e t r i a n g l e s r e f l e c t s t h e 

n u m b e r o f m a t c h e s a c r o s s s t u d i e s . S q u a r e s d e n o t e a n t i g e n b i n d i n g s i t e s 

i d e n t i f i e d i n t h e h u m a n M H C m o l e c u l e ( B r o w n e t a l . 1 9 9 3 ) . 

T h e p h y l o g e n e t i c n e t w o r k o f M H C I i p a l l e l e s s h o w e d f i v e d i s t i n c t i v e 

c l u s t e r s . B u t t h e c l u s t e r i n g d i d n o t f o l l o w t h e n e u t r a l m a r k e r - b a s e d 
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p h y l o g e n y o f G M a n d M . polyglottos. M H C a l l e l e s f r o m a l l p o p u l a t i o n s 

w e r e s c a t t e r e d a m o n g a l l c l u s t e r s ( F i g u r e s S 2 - S 4 , S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n ) . O n e c l u s t e r c o n t a i n e d o n l y a l l e l e s s p e c i f i c f o r M . 

polyglottos p o p u l a t i o n , b u t s e v e r a l o t h e r a l l e l e s f r o m M . polyglottos 

p o p u l a t i o n w e r e c l u s t e r e d t o g e t h e r w i t h a l l e l e s f r o m G M p o p u l a t i o n 

s u g g e s t i n g t r a n s - s p e c i e s e v o l u t i o n o f M H C I I ( 3 . 

S h a r i n g o f a l l e l e s b e t w e e n s p e c i e s a n d p o p u l a t i o n s w a s h i g h w i t h i n G M 

( F i g u r e s S 2 - S 3 , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . W e f o u n d 4 . 3 p r i v a t e a l l e l e s 

a n d 1 7 . 8 s h a r e d a l l e l e s o n a v e r a g e p e r G a l a p a g o s p o p u l a t i o n . S h a r i n g 

b e t w e e n G M w a s n o t l i m i t e d t o s p e c i e s b o u n d a r i e s , e a c h s p e c i e s s h a r e d 

a t l e a s t s e v e r a l a l l e l e s w i t h t h e o t h e r s p e c i e s ( T a b l e S 9 , S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n , e . g . 1 1 s h a r e d a l l e l e s b e t w e e n M . macdonaldi ( E s p a n o l a ) 

a n d M . parvulus ( I s a b e l a ) . H o w e v e r , w e o b s e r v e d a g e n e r a l p a t t e r n t h a t 

m o r e d i v e r g e d p o p u l a t i o n s s h a r e d l e s s M H C a l l e l e s , b e c a u s e t h e i n v e r s e 

n u m b e r o f s h a r e d M H C a l l e l e s w a s p o s i t i v e l y c o r r e l a t e d w i t h 

m i c r o s a t e l l i t e F s t ( P e a r s o n ' s p r o d u c t - m o m e n t c o r r e l a t i o n = 0 . 3 2 3 , P = 

0 . 0 0 7 2 ) . T h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n o f M . polyglottos s h o w e d a v e r y h i g h 

n u m b e r o f p r i v a t e a l l e l e s ( 3 0 f r o m a t o t a l o f 3 2 a l l e l e s ) c o m p a r e d t o G M . 

P o p u l a t i o n s o f G M , e x c e p t f o r S t F e , s h o w e d n o a m o n g - p o p u l a t i o n 

d i f f e r e n c e s i n a v e r a g e a m i n o a c i d d i s t a n c e ( D i ) a s a p r o x y o f f u n c t i o n a l 

d i v e r g e n c e b e t w e e n a l l e l e s . O u r d a t a d i d n o t s u p p o r t g e n e r a l p r e s e n c e o f 

d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e i n s m a l l p o p u l a t i o n s a s w e f o u n d n o e f f e c t o f 

i s l a n d s i z e o n D i ( s l o p e = 0 . 0 8 1 , C I = 0 . 0 2 1 t o 0 . 3 7 1 , L R T = 0 . 3 4 4 , P = 

0 . 5 5 8 ) . S t F e w i t h i t s h i g h D i v a l u e w a s t h e o n l y o u t l i e r i n t h i s a n a l y s i s . 
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Figure 5 R e g r e s s i o n o f t h e p r o p o r t i o n a l r e d u c t i o n i n t w o g e n e t i c 

d i v e r s i t y i n d i c e s ( m i c r o s a t e l l i t e a l l e l i c r i c h n e s s ( i n b l u e ) , t h e n u m b e r o f 

M H C I i p a l l e l e s ( i n r e d ) a n d n a t u r a l l o g a r i t h m o f i s l a n d s i z e i n h e c t a r e s ) . 

T h e p r o p o r t i o n a l r e d u c t i o n i n b o t h i n d i c e s w a s c a l c u l a t e d a s t h e 

p r o p o r t i o n o f t h e i n d i v i d u a l i n d e x i n r e l a t i o n t o t h e l a r g e s t i s l a n d I s a b e l a . 

R e g r e s s i o n s l o p e o f m i c r o s a t e l l i t e A R i s s l i g h t l y s t e e p e r c o m p a r e d t o 

M H C A p , b u t t h e d i f f e r e n c e w a s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t . R e g r e s s i o n 

f u n c t i o n A R : y = 0 . 2 4 0 + 0 . 0 6 3 x ; A p : y = 0 . 1 0 8 + 0 . 0 4 7 x . 

Discussion 

W e g e n o t y p e d M H C I I ( 3 i n f o u r s p e c i e s o f m o c k i n g b i r d s i n G a l a p a g o s a n d 

o n e o f t h e i r c l o s e c o n t i n e n t a l r e l a t i v e s , Mimus polyglottos. W e f o u n d 

s u b s t a n t i a l d i v e r s i t y i n M H C I i p : 1 5 0 u n i q u e a l l e l e s t r a n s l a t e d t o 1 4 9 

u n i q u e p e p t i d e s , 1 - 1 2 a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) s u g g e s t i n g a t l e a s t s i x 
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MHCIIß l o c i a n d 1 3 - 4 8 a l l e l e s p e r p o p u l a t i o n ( A p ) . T h e s e i n d i c e s o f 

MHCIIß d i v e r s i t y a r e w i t h i n t h e r a n g e o f d i v e r s i t i e s f o u n d i n o t h e r 

s o n g b i r d s b y h i g h t h r o u g h p u t s e q u e n c i n g ( Z a g a l s k a - N e u b a u e r e t a l . 2 0 1 0 ; 

S u t t o n e t a l . 2 0 1 3 ) . A l s o , a s e x p e c t e d , t h e c l o s e s t h o m o l o g o u s a l l e l e s 

w e r e f o u n d i n t h e p h y l o g e n e t i c a l l y c l o s e s t s p e c i e s ( T a b l e S 3 , S u p p o r t i n g 

i n f o r m a t i o n ) . T h e d i s t r i b u t i o n o f M H C d i v e r s i t y a c r o s s p o p u l a t i o n s o f 

G M a n d M . polyglottes s u g g e s t s t h a t t h e t w o e v o l u t i o n a r y f o r c e s , g e n e t i c 

d r i f t a n d P M B S , h a v e d i s s i m i l a r e f f e c t s o n t h e d i f f e r e n t l e v e l s o f M H C 

d i v e r s i t y . 

MHCIIß diversity in G M and M. polyglottos 

P o p u l a t i o n s o f G M a n d c o n t i n e n t a l M . polyglottos d i f f e r e d i n t h e i r 

MHCIIß s u p e r t y p e a n d a l l e l i c c o m p o s i t i o n ( 1 u n i q u e s u p e r t y p e a n d 3 0 

u n i q u e a l l e l e s i n M . polyglottos) a n d i n t h e e v o l u t i o n a r y d i s t a n c e w i t h i n 

i n d i v i d u a l s ( D i ; o n a v e r a g e t w o t i m e s h i g h e r i n M . polyglottos). 

S u r p r i s i n g l y , t h e t w o l i n e a g e s d i d n o t d i f f e r s y s t e m a t i c a l l y i n t h e g e n e t i c 

d i v e r s i t y r e p r e s e n t e d b y e i t h e r t h e n u m b e r o f MHCIIß a l l e l e s / s u p e r t y p e s 

i n a n i n d i v i d u a l ( A i ) o r i n a p o p u l a t i o n ( A p ) . T h i s f i n d i n g c o n t r a s t s w i t h 

o u r f i r s t p r e d i c t i o n ( i ) t h a t M H C d i v e r s i t y i n t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n 

s h o u l d b e h i g h e r b e c a u s e o f m i l d e r e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t a n d h i g h e r 

p a t h o g e n d i v e r s i t y , s i m i l a r l y t o r e s u l t s f r o m t h e m a j o r i t y o f s t u d i e s t h a t 

c o m p a r e d i n s u l a r a n d c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s ( M i l l e r & L a m b e r t 2 0 0 4 b ; 

B o l l m e r e t a l . 2 0 1 1 ) . H o w e v e r , t h e r e w e r e a f e w e x c e p t i o n s t o t h e g e n e r a l 

p a t t e r n o f s i m i l a r n u m b e r s o f MHCIIß a l l e l e s b e t w e e n G M a n d M . 

polyglottos. T w o s m a l l p o p u l a t i o n s , C h a m p i o n ( N e = 4 3 ) , a n d S t F e ( N e 

= 5 1 3 ) , a n d o n e l a r g e r , S a n C r i s t o b a l ( N e = 1 2 0 6 ; N e v a l u e s f r o m H o e c k 

e t a l . 2 0 1 0 b ) , s h o w e d m u c h l o w e r A i v a l u e s ( F i g u r e 2 ) , w h i l e t h e b i g g e s t 

i s l a n d I s a b e l a ( N e = 1 5 9 1 ) s h o w e d a h i g h e r A p c o m p a r e d t o M . 

polyglottos. I n t h e s m a l l e r p o p u l a t i o n s , g e n e t i c d r i f t m i g h t h a v e c a u s e d 

t h e d e c r e a s e i n A i . H o w e v e r , t h i s p a t t e r n w a s n o t c o n s i s t e n t f o r a l l G M 

p o p u l a t i o n s , a n d i t i s p o s s i b l e t h a t t h e s e t h r e e p o p u l a t i o n s ( C h a m p i o n , S t 

F e a n d S a n C r i s t o b a l ) w e n t t h r o u g h a b o t t l e n e c k e v e n t t h a t c a u s e d t h e 
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d r o p i n A i . T h i s s c e n a r i o i s p l a u s i b l e a t l e a s t i n t h e c a s e o f t h e t i n y 

C h a m p i o n p o p u l a t i o n , w h i c h d i v e r g e d f r o m t h e f o r m e r a n d n o w e x t i n c t 

p o p u l a t i o n o n F l o r e a n a a r o u n d 2 7 0 y e a r s a g o a n d h a s r e t a i n e d l o w N e 

e v e r s i n c e ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 a ) . 

I n c o n t r a s t t o A i a n d A p , t h e m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y i n d i c e s H S a n d A R 

w e r e c o n s i d e r a b l y h i g h e r i n t h e c o n t i n e n t a l c o m p a r e d t o t h e i n s u l a r G M 

p o p u l a t i o n s ( T a b l e 1 ) . T h e h i g h e r l e v e l s o f n e u t r a l d i v e r s i t y i n t h e 

c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s u p p o r t o u r p r e m i s e o f l a r g e r N e a n d w e a k e r 

e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t i n t h a t p o p u l a t i o n . T h e d i s c r e p a n c y b e t w e e n 

n e u t r a l a n d M H C d i v e r s i t y s u g g e s t s t h a t s o m e a d d i t i o n a l m e c h a n i s m 

m a i n t a i n e d s i m i l a r n u m b e r s o f M H C a l l e l e s i n l a r g e - t o m i d - s i z e d i n s u l a r 

p o p u l a t i o n s a s i n t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n n o t w i t h s t a n d i n g t h e 

p o p u l a t i o n s i z e d i f f e r e n c e s . 

D e s p i t e t h e s i m i l a r n u m b e r o f MHCIIß a l l e l e s a n d s u p e r t y p e s , i n s u l a r a n d 

c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s s h o w e d r e m a r k a b l e d i f f e r e n c e s i n t h e 

i n t r a - i n d i v i d u a l a m i n o a c i d d i s t a n c e ( D i ) . D i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e 

h y p o t h e s i s p r o p o s e s t h a t i n d i v i d u a l s w i t h h i g h e r D i c a n r e c o g n i z e w i d e r 

r a n g e o f p a t h o g e n s a n d t h u s h a v e a h i g h e r f i t n e s s ( W a k e l a n d e t a l . 1 9 9 0 ) . 

T h i s h y p o t h e s i s w a s e m p i r i c a l l y s u p p o r t e d s e v e r a l t i m e s ( R i c h a r d s o n & 

W e s t e r d a h l 2 0 0 3 ; L e n z e t a l . 2 0 1 3 ) . H o w e v e r , i n o u r c a s e w e c a n o n l y 

s p e c u l a t e w h e t h e r t h e e f f e c t o f d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e i n t h e 

c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n w a s s t r o n g e r d u e t o P M B S o r o t h e r e v o l u t i o n a r y 

m e c h a n i s m . O n e a r g u m e n t f o r t h i s a s s e r t i o n i s t h a t i n s u l a r p o p u l a t i o n 

u s u a l l y h a r b o u r s o n l y i m p o v e r i s h e d p a t h o g e n c o m m u n i t i e s ( H o c h b e r g & 

M 0 l l e r 2 0 0 1 ; B l u m s t e i n & D a n i e l 2 0 0 5 ) , w h i c h w o u l d c a u s e l o w e r 

s e l e c t i o n p r e s s u r e f o r D i i n G M . C u r r e n t l y , w e c a n n o t s u p p o r t o r r e f u t e 

t h i s a r g u m e n t d u e t o l a c k o f e m p i r i c a l d a t a o n p a t h o g e n c o m m u n i t i e s i n 

o u r s y s t e m . H o w e v e r , t h e h y p o t h e s i s o f l o w e r p a t h o g e n p r e s s u r e i n G M 

b e c o m e s c o n t r o v e r s i a l w h e n w e c o n s i d e r s u p e r t y p e d i v e r s i t y t h a t d o e s n o t 

s h o w s t r o n g c o n t r a s t b e t w e e n t h e c o n t i n e n t a n d G M . T h e r e f o r e , w e 

h y p o t h e s i z e t h a t t h e d i f f e r e n c e i n D i i s a r e s u l t o f d i f f e r e n c e s i n 
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d e m o g r a p h i c h i s t o r i e s b e t w e e n t h e G M a n d c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s r a t h e r 

t h a n d i f f e r e n c e i n t h e P M B S p r e s s u r e . D i d i v e r s i t y i s a c c u m u l a t e d d u r i n g 

l o n g e r e v o l u t i o n a r y t i m e s c a l e a n d c a n b e r e l a t i v e l y e a s i l y r e d u c e d b y 

b o t t l e n e c k e v e n t ( E j s m o n d & R a d w a n 2 0 1 1 ) c o m p a r e d t o s u p e r t y p e 

d i v e r s i t y t h a t i s l e s s a f f e c t e d b y r a n d o m l o s s o f a l l e l e s d u e t o a l l e l e 

r e d u n d a n c y i n i n d i v i d u a l s u p e r t y p e s . T h u s , t h e d i s c r e p a n c y b e t w e e n D i 

a n d s u p e r t y p e d i v e r s i t y i l l u m i n a t e s t h e f a c t t h a t t h e t w o m e a s u r e s r e f l e c t 

d i f f e r e n t f e a t u r e s o f t h e M H C I I ( 3 m o l e c u l a r d i v e r s i t y a n d c a n b e a f f e c t e d 

b y e v o l u t i o n a r y f o r c e s i n a d i f f e r e n t w a y . 

O n l y o n e i n s u l a r p o p u l a t i o n , S t F e , s h o w e d e x c e p t i o n a l l y h i g h D i ( 0 . 2 6 0 ) , 

w h i c h r e a c h e d a l m o s t t h e s a m e l e v e l a s i n t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n 

( 0 . 2 7 3 ) . T h i s p a t t e r n s u g g e s t s t h a t a d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e s e l e c t i o n 

( W a k e l a n d e t a l . 1 9 9 0 ) m i g h t h a v e s h a p e d g e n e t i c d i v e r s i t y i n t h i s s m a l l 

p o p u l a t i o n s u b s t a n t i a l l y . H o w e v e r , D i i s a v e r a g e d o v e r t h e n u m b e r o f 

a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) a n d S t F e s h o w e d v e r y l o w A i ( m e d i a n A i = 2 ) . 

T h u s , t h e o b s e r v e d p a t t e r n m a y m e r e l y r e p r e s e n t a s t a t i s t i c a l b i a s . 

N e v e r t h e l e s s , n o s i m i l a r p a t t e r n w a s s e e n , f o r e x a m p l e o n S a n C r i s t o b a l 

w h e r e A i w a s a l s o v e r y l o w ( m e d i a n A i = 3 ) b u t D i w a s l o w a s w e l l 

( 0 . 1 2 5 ) . T h e r e f o r e , i t i s l i k e l y t h a t o n S t F e a h i g h e f f e c t o f d r i f t c a u s e d 

l o s s o f c o p y n u m b e r v a r i a t i o n , b u t a f e w h i g h l y d i v e r g e n t a l l e l e s w e r e 

r e t a i n e d a s t h e y p o s s e s s e d a n e v o l u t i o n a r y a d v a n t a g e t o t h e p o p u l a t i o n . 

T h e S t F e p a t t e r n s e e m i n g l y f i t s t h e p r e d i c t i o n o f s m a l l A i b u t h i g h e r 

a l l e l i c d i v e r g e n c e i n s m a l l e r p o p u l a t i o n s , a p a t t e r n s e e n , f o r e x a m p l e i n 

t h e E g y p t i a n V u l t u r e ( A g u d o e t a l . 2 0 1 1 ) . H o w e v e r , w e f o u n d t h i s p a t t e r n 

o n l y i n t h e S t F e p o p u l a t i o n , w h e r e a s t h e M H C I I ( 3 a l l e l i c d i s t a n c e ( D i ) 

a c r o s s a l l G M p o p u l a t i o n s s h o w e d n o c o n s i s t e n t c o r r e l a t i o n w i t h 

p o p u l a t i o n s i z e . 

M H C I i p s t u d i e s o f i n s u l a r p o p u l a t i o n s o f b i r d s u s u a l l y r e v e a l e d r e d u c e d 

n u m b e r s o f a l l e l e s c o m p a r e d t o t h e i r c o n t i n e n t a l c o u n t e r p a r t s ( M i l l e r & 

L a m b e r t 2 0 0 4 b ; A l c a i d e e t a l . 2 0 1 0 ; B o l l m e r e t a l . 2 0 1 1 ; A g u d o e t a l . 

2 0 1 1 ) . O n l y f e w e m p i r i c a l e x a m p l e s e x i s t w h e r e t h e s a m e n u m b e r s o f 
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a l l e l e s w e r e m a i n t a i n e d i n s m a l l p o p u l a t i o n s , p o s s i b l y b e c a u s e o f P M B S 

i n M H C I i p ( B o r g e t a l . 2 0 1 1 ) a n d M H C I ( O l i v e r & P i e r t n e y 2 0 1 2 ; N e w 

h o u s e & B a l a k r i s h n a n 2 0 1 5 ) . T h e l e v e l o f i n t r a - i n d i v i d u a l a l l e l i c d i s t a n c e 

a c r o s s s e v e r a l i n s u l a r a n d c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s o f b i r d s h a s b e e n 

a s s e s s e d i n t h e E g y p t i a n v u l t u r e ( A g u d o e t a l . 2 0 1 1 ) , w h e r e i n s u l a r 

p o p u l a t i o n s h a d l o w e r n u m b e r s o f M H C I i p a l l e l e s b u t h i g h e r D i . S i m i l a r 

p a t t e r n s o f h i g h e r a l l e l i c d i v e r g e n c e i n s m a l l p o p u l a t i o n s c o m p a r e d t o 

l a r g e r p o p u l a t i o n s a s a n a d a p t a t i o n t o p a t h o g e n s a r e w e l l k n o w n f r o m 

m a m m a l s ( H e d r i c k e t a l . 2 0 0 2 ; S o m m e r 2 0 0 5 ) , b u t i n b i r d s t h e e v i d e n c e 

i s s c a r c e . O u r s t u d y p o i n t s t o a n o p p o s i t e p a t t e r n , t h a t i s a s i m i l a r n u m b e r 

o f a l l e l e s a n d s u p e r t y p e s i n i n s u l a r a n d c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s ( A i , A p 

w i t h s o m e e x c e p t i o n s ) a n d a g e n e r a l l y h i g h e r d i v e r g e n c e ( D i ) i n t h e 

c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n , w h i c h i s a u n i q u e f i n d i n g a m o n g a v i a n M H C I i p 

s t u d i e s s o f a r ( M i l l e r & L a m b e r t 2 0 0 4 b ; A l c a i d e e t a l . 2 0 1 0 ; v a n 

R e n s b u r g e t a l . 2 0 1 2 ; W h i t t a k e r e t a l . 2 0 1 2 ) . 

Population size and M H C I i p diversity in G M 

V a r i a t i o n o f s i z e o f G M p o p u l a t i o n s a l l o w e d u s t o t e s t f o r t h e e f f e c t s o f 

g e n e t i c d r i f t o n M H C I I ( 3 d i v e r s i t y a c r o s s m u l t i p l e p o p u l a t i o n s . W h i l e w e 

f o u n d n o s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e n u m b e r s o f M H C I i p a l l e l e s 

p r e s e n t i n a n i n d i v i d u a l ( A i ) a n d p o p u l a t i o n s i z e , t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t 

p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n p o p u l a t i o n s i z e a n d n u m b e r o f a l l e l e s a t t h e 

p o p u l a t i o n l e v e l ( A p ) . T h i s d i s c r e p a n c y ( F i g u r e 2 ) i n t h e e f f e c t o f 

p o p u l a t i o n s i z e b e t w e e n i n d i v i d u a l a n d p o p u l a t i o n d i v e r s i t y o f M H C I i p i s 

a n o t h e r u n c o n v e n t i o n a l f i n d i n g o f o u r s t u d y . T o o u r k n o w l e d g e , t h e t w o 

l e v e l s o f M H C g e n e t i c d i v e r s i t y ( r e p r e s e n t e d b y t h e s a m e i n d i c e s ) w e r e 

c o m p a r e d o n l y i n t h e s t u d i e s o f a G r e a t e r p r a i r i e c h i c k e n (Tympanuchus 

cupido; E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ) a n d B l a c k g r o u s e ( S t r a n d e t a l . 2 0 1 2 ) . B o t h 

i n d i c e s w e r e n e g a t i v e l y a f f e c t e d b y g e n e t i c d r i f t i n t h e s e s t u d i e s , w h i l e 

o u r s t u d y s h o w s t h a t o n l y A p d e c r e a s e d s i g n i f i c a n t l y w i t h d e c r e a s i n g 

p o p u l a t i o n s i z e ( F i g u r e 2 ) . A i d e c r e a s e d m a r k e d l y o n l y i n t h e p o p u l a t i o n s 

w h e r e A p d r o p p e d b e l o w 1 5 ( C h a m p i o n , S t F e a n d S a n C r i s t o b a l , s e e 
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F i g u r e 2 ) . A p l a u s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h i s p a t t e r n m i g h t b e t h a t t h e l o s s 

o f a n a l l e l e f r o m a p o p u l a t i o n ( d e c r e a s e i n A p ) w i l l n o t a f f e c t A i 

p r o p o r t i o n a l l y , b e c a u s e o f a n u n e v e n a l l e l e f r e q u e n c y d i s t r i b u t i o n . T h e 

l o s s o f a s i n g l e r a r e a l l e l e f r o m a p o p u l a t i o n w i l l a f f e c t A p d i r e c t l y . 

H o w e v e r , i t w i l l n o t n e c e s s a r i l y c a u s e a s i m i l a r r e d u c t i o n i n A i ( w h i c h 

t a k e s a m a x i m u m v a l u e o f 1 2 ) , b e c a u s e i t i s t h e c o m m o n a l l e l e s t h a t 

c o n t r i b u t e m o s t t o A i . T h i s p a t t e r n c o u l d a l s o b e c o n n e c t e d t o b o t t l e n e c k 

e f f e c t s , w h i c h d i s t o r t a l l e l e f r e q u e n c y d i s t r i b u t i o n , a n d i t w o u l d b e i n l i n e 

w i t h t h e i d e a d e v e l o p e d a b o v e t h a t t h e t h r e e p o p u l a t i o n s w i t h l o w A i 

e x p e r i e n c e d s o m e b o t t l e n e c k e v e n t . 

A n a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n i n v o l v e s b a l a n c i n g s e l e c t i o n m i t i g a t i n g t h e 

e f f e c t o f g e n e t i c d r i f t o n A i . F o r e x a m p l e , n o n r a n d o m , p r e f e r e n t i a l m a t i n g 

o f i n d i v i d u a l s t h a t a r e c a p a b l e o f r e c o g n i z i n g M H C a l l e l i c d i v e r s i t y i n 

t h e i r c o u n t e r p a r t s a s o b s e r v e d i n h o u s e s p a r r o w s ( G r i g g i o e t a l . 2 0 1 1 ) w i l l 

r e s u l t i n t h e m a i n t e n a n c e o f o p t i m a l A i i n a p o p u l a t i o n a s e x p e c t e d b y 

t h e o r y ( W o e l f i n g e t a l . 2 0 0 9 ) . T h e e f f e c t o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n i s a l s o 

s u p p o r t e d b y t h e o b s e r v a t i o n o f n o s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n 

s u p e r t y p e d i v e r s i t y m e a s u r e s a n d p o p u l a t i o n s i z e . A l t h o u g h w e c a n n o t 

d e t e r m i n e w h i c h e x p l a n a t i o n i s m o r e p l a u s i b l e h e r e , t h e s e p a t t e r n s 

d e m o n s t r a t e s o m e o f t h e u n i q u e b e h a v i o u r o f M H C I I ( 3 l o c i i n n a t u r a l 

p o p u l a t i o n s , w h i c h h a s i m p l i c a t i o n s i n b o t h t h e o r e t i c a l r e s e a r c h a n d 

c o n s e r v a t i o n m a n a g e m e n t . 

T h e o b s e r v a t i o n o f a p o s i t i v e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n A p a n d p o p u l a t i o n 

s i z e ( F i g u r e 2 b ) i s c o n s i s t e n t w i t h o u r p r e d i c t i o n ( i i ) a n d i t c o n t r i b u t e s t o 

t h e g r o w i n g b o d y o f e m p i r i c a l e v i d e n c e t h a t g e n e t i c d r i f t n e g a t i v e l y 

a f f e c t s M H C g e n e t i c d i v e r s i t y p r o p o r t i o n a l l y t o p o p u l a t i o n s i z e ( R a d w a n 

e t a l . 2 0 1 0 ; S u t t o n e t a l . 2 0 1 1 ) . M o r e o v e r , t h e e f f e c t o f g e n e t i c d r i f t o n t h e 

r e d u c t i o n i n m i c r o s a t e l l i t e a l l e l i c r i c h n e s s a n d A p w a s n o t s i g n i f i c a n t l y 

d i f f e r e n t ( F i g u r e 5 ) . T h e o b s e r v a t i o n o f m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y b e i n g l o s t 

t o a s i m i l a r d e g r e e a s M H C d i v e r s i t y i s i n c o n t r a s t t o s t u d i e s b a s e d o n 

a n a l y s i s o f g e n e t i c d i v e r s i t i e s a f t e r s t r o n g b o t t l e n e c k e v e n t s , w h e r e M H C 
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d i v e r s i t y d e c r e a s e d m o r e s u b s t a n t i a l l y t h a n m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y 

( E i m e s e t a l . 2 0 1 1 ; S u t t o n e t a l . 2 0 1 1 , 2 0 1 5 ) . T h i s d i f f e r e n c e m i g h t b e 

c a u s e d b y t h e f a c t t h a t G M r e p r e s e n t d i f f e r e n t - s i z e d p o p u l a t i o n s i n a 

m u t a t i o n - d r i f t e q u i l i b r i u m ( f o r n e u t r a l l o c i ) , r a t h e r t h a n h e a v i l y 

b o t t l e n e c k e d p o p u l a t i o n s w h e r e t h e l o s s o f M H C a l l e l i c d i v e r s i t y m i g h t 

b e r e i n f o r c e d b y t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n d r i f t a n d b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

( E j s m o n d & R a d w a n 2 0 1 1 ) . 

S u r p r i s i n g l y , h i g h g e n e t i c d i v e r s i t y , s e e m i n g l y d e f y i n g t h e e f f e c t o f 

g e n e t i c d r i f t , w a s o b s e r v e d i n t h e s m a l l p o p u l a t i o n o f R a b i d a , w h e r e 

i n d i c e s o f n e u t r a l a n d M H C d i v e r s i t y ( A p , A R a n d H S ) w e r e i n f l a t e d 

c o m p a r e d t o t h e s i z e o f t h e i s l a n d . R a b i d a l i e s v e r y c l o s e ( s h o r e t o s h o r e 

d i s t a n c e = 4 . 4 k m ) t o t h e m u c h l a r g e r i s l a n d o f S a n t i a g o , w h i c h p o s s e s s e s 

o n e o f t h e h i g h e s t i n d i c e s o f g e n e t i c d i v e r s i t y i n G M . D e s p i t e s i g n i f i c a n t 

g e n e t i c d i f f e r e n t i a t i o n b e t w e e n t h e t w o p o p u l a t i o n s ( F s t = 0 . 1 3 1 , H o e c k 

e t a l . 2 0 1 0 a ) , o c c a s i o n a l g e n e f l o w b e t w e e n t h e t w o i s l a n d s i s l i k e l y a n d 

p r o v i d e s a p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h e p a t t e r n o b s e r v e d o n R a b i d a . 

T h e h y p o t h e s i s o f d r i f t a c r o s s l o c i ( p r e d i c t i o n i i i ) w a s n o t s u p p o r t e d b y 

o u r d a t a s e t . W e f o u n d n o s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n A i a n d 

p o p u l a t i o n s i z e , w h i l e b o t h o u r a n d a n e a r l i e r s t u d y ( u s i n g l e s s l o c i , 

H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) f o u n d a s t r o n g p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n 

m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y a n d p o p u l a t i o n s i z e . O n t h e c o n t r a r y , E i m e s e t a l . 

( 2 0 1 1 ) f o u n d t h a t A i o f M H C I I ( 3 i n G r e a t e r p r a i r i e c h i c k e n (Tympanuchus 

cupido) d r o p p e d b y 4 4 % c o m p a r e d t o o n l y a n 8 % d e c r e a s e i n 

m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y a f t e r a s e v e r e b o t t l e n e c k . E i m e s e t a l . ( 2 0 1 1 ) 

t h e r e f o r e c o n c l u d e d t h a t d r i f t a c r o s s l o c i ( i . e . f i x a t i o n o f t h e s a m e a l l e l e 

a c r o s s l o c i ) c a u s e d a g r e a t e r d e c r e a s e i n M H C I I ( 3 v a r i a t i o n c o m p a r e d t o 

n e u t r a l v a r i a t i o n . I t i s q u e s t i o n a b l e w h e t h e r w e c a n d i r e c t l y c o m p a r e t h e 

r e s u l t s o f o u r p o p u l a t i o n s t u d y t o a s t u d y t h a t c o m p a r e d a p r e - a n d 

p o s t b o t t l e n e c k p o p u l a t i o n . N e v e r t h e l e s s , w e c o n c l u d e t h a t i n o u r s t u d y , 

w h i c h i n v e s t i g a t e d s m a l l b u t n o t d r a s t i c a l l y b o t t l e n e c k e d p o p u l a t i o n s , A i 

w a s i n g e n e r a l n o t s i g n i f i c a n t l y a f f e c t e d b y g e n e t i c d r i f t . T w o 
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p o p u l a t i o n s , C h a m p i o n a n d S t F e , d i d n o t f o l l o w t h i s p a t t e r n a n d w e 

s u g g e s t t h a t s t r o n g e r r e d u c t i o n i n A i c o m p a r e d t o o t h e r G M p o p u l a t i o n s 

m i g h t b e c a u s e d b y a c o m b i n a t i o n o f l o w e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e a n d 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( E j s m o n d & R a d w a n 2 0 1 1 ) . 

Effects of balancing selection on M H C I i p diversity 

S e v e r a l l i n e s o f e v i d e n c e s u g g e s t t h a t n a t u r a l s e l e c t i o n h a s b e e n a c t i n g o n 

M H C I i p v a r i a t i o n i n G M a n d M . polyglottos, s u p p o r t i n g t h e v i e w t h a t 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n r e d u c e d t h e e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t . F i r s t , w e o b s e r v e d 

a s i g n i f i c a n t e x c e s s o f n o n s y n o n y m o u s c h a n g e s i n a n t i g e n b i n d i n g 

c o d o n s ( F i g u r e 4 ) , w h i c h s u g g e s t s t h a t h i s t o r i c a l l y b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

s h a p e d M H C v a r i a t i o n ( G a r r i g a n & H e d r i c k 2 0 0 3 ; S p u r g i n & R i c h a r d s o n 

2 0 1 0 ) . I n t e r e s t i n g l y , p o s i t i v e l y s e l e c t e d c o d o n s i n G M c o r r e s p o n d e d t o 

c o d o n s t h a t w e r e a l s o f o u n d t o b e u n d e r b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n o t h e r 

s o n g b i r d s ( Z a g a l s k a - N e u b a u e r e t a l . 2 0 1 0 ; A n m a r k r u d e t a l . 2 0 1 0 ; B o r g 

e t a l . 2 0 1 1 ; S u t t o n e t a l . 2 0 1 3 ) r a t h e r t h a n t o c o d o n s k n o w n t o b e A B S i n 

h u m a n s ( B r o w n e t a l . 1 9 9 3 ) . T h i s o b s e r v a t i o n s u g g e s t s t h a t t h e M H C I i p 

m o l e c u l e i n s o n g b i r d s m a y h a v e a d i f f e r e n t c o n f o r m a t i o n t h a n w h a t h a s 

b e e n o b s e r v e d i n h u m a n s a n d t h a t d i f f e r e n t c o d o n s c a n a s s u m e t h e c r u c i a l 

r o l e o f b i n d i n g a n d p r e s e n t i n g a n t i g e n s . 

A s e c o n d i n d i c a t i o n o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( G a r r i g a n & H e d r i c k 2 0 0 3 ) 

s h a p i n g M H C I I ( 3 i n t h e r e c e n t p a s t i s t h e h i g h v o l u m e o f s h a r e d a l l e l e s 

f o u n d b e t w e e n G M p o p u l a t i o n s . A l m o s t t h r e e - f o u r t h o f t h e M H C I i p 

a l l e l e s w e r e s h a r e d a m o n g p o p u l a t i o n s a n d s p e c i e s w i t h a l l e l e s f r o m a l l 

p o p u l a t i o n s d i s t r i b u t e d a c r o s s a l l o f t h e f i v e M H C l i n e a g e s ( F i g u r e s S I , 

S 2 , S u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ) . T h i s i s i n s t a r k c o n t r a s t t o t h e p a t t e r n a t 

n e u t r a l m a r k e r s w h e r e s t r o n g g e n e t i c d i v e r g e n c e b e t w e e n G M 

p o p u l a t i o n s w a s e v i d e n t ( S t e f k a e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e s e p a t t e r n s s u g g e s t t h a t 

s o m e t y p e o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n c o u n t e r a c t e d t h e n e u t r a l e v o l u t i o n a r y 

p r o c e s s e s ( l i n e a g e s o r t i n g ) i n M H C I I ( 3 a n d m a i n t a i n e d t h e t r a n s - s p e c i e s 

a n d t r a n s - p o p u l a t i o n p o l y m o r p h i s m s a f t e r t h e c o l o n i z a t i o n o f t h e 
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a r c h i p e l a g o . H o w e v e r , t h e s h a r i n g o f M H C a l l e l e s w a s n e g a t i v e l y 

c o r r e l a t e d w i t h d i v e r g e n c e i n m i c r o s a t e l l i t e s , t h a t i s i n g e n e r a l m o r e 

d i v e r g e n t p o p u l a t i o n s s h a r e d a l o w e r n u m b e r o f a l l e l e s . H e n c e , t h e 

p i c t u r e t h a t e m e r g e s i s t h a t o f p a r t i a l r e t e n t i o n o f a n c e s t r a l M H C I i p 

p o l y m o r p h i s m s t h r o u g h b a l a n c i n g s e l e c t i o n a n d i n c r e a s i n g d i v e r g e n c e 

t h r o u g h g e n e t i c d r i f t a n d m u t a t i o n s . T h u s , b o t h n e u t r a l a n d a d a p t i v e 

e v o l u t i o n a r y p r o c e s s e s s h a p e d c u r r e n t M H C I i p d i v e r s i t y . 

H i g h l e v e l s o f M H C a l l e l e s h a r i n g w e r e o b s e r v e d a l s o i n a g r o u p o f 

c l o s e l y r e l a t e d f i n c h s p e c i e s (Nesospiza, Rowettia), w h i c h c o l o n i z e d t h e 

T r i s t a n d a C u n h a a n d G o u g h i s l a n d s ( v a n R e n s b u r g e t a l . 2 0 1 2 ) . N o 

e v i d e n c e f o r p a t h o g e n - m e d i a t e d s e l e c t i o n w a s f o u n d i n t h e s e p o p u l a t i o n s , 

b u t t h e l e v e l o f a l l e l e s h a r i n g b e t w e e n t w o d i v e r g e n t s p e c i e s w a s 

c o m p a r a b l e t o w h a t w e f o u n d i n t h e G M . 

Potential caveats 

U s i n g h i g h - t h r o u g h p u t s e q u e n c i n g t e c h n i q u e s t o g e n o t y p e M H C l o c i s t i l l 

r e p r e s e n t s a r e l a t i v e l y c o m p l e x a p p r o a c h ( L i g h t e n e t a l . 2 0 1 4 a ) . H e n c e , 

w e d i s c u s s p o t e n t i a l p r o b l e m s i n o u r d a t a s e t t h a t c o u l d b i a s t h e 

i n t e r p r e t a t i o n o f t h e r e s u l t s . F i r s t , t h e a c c u r a c y b e t w e e n r e p l i c a t e d 

a m p l i c o n s ( 8 8 . 4 % ) w a s s o m e w h a t l o w e r t h a n i n o t h e r M H C I I ( 3 s t u d i e s 

( 9 8 % : S e p i l e t a l . 2 0 1 2 ; 9 4 % : S u t t o n e t a l . 2 0 1 3 ) . T h i s s u g g e s t s t h a t w e 

m a y h a v e u n d e r e s t i m a t e d t h e n u m b e r o f a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l . W h i l e t h i s 

a r t e f a c t m a y b i a s A i , t h e p o p u l a t i o n - l e v e l M H C a l l e l i c r i c h n e s s , A p ( a s a 

s u m o f u n i q u e a l l e l e s o v e r a l l i n d i v i d u a l s w i t h i n a p o p u l a t i o n ) , s h o u l d b e 

m o r e r o b u s t a g a i n s t t h i s p r o b l e m b e c a u s e e v e n i f a n a l l e l e i s n o t d e t e c t e d 

i n o n e i n d i v i d u a l , t h e r e i s a h i g h p r o b a b i l i t y t h a t i t i s d e t e c t e d i n a n o t h e r 

i n d i v i d u a l f r o m t h e s a m e p o p u l a t i o n . S e c o n d , w e d i d n o t a n a l y s e w h e t h e r 

t h e a m p l i f i e d M H C I i p a l l e l e s a r e t r a n s c r i b e d o r n o t a n d w e i n f e r r e d t h a t 

i f a n a l l e l e d o e s n o t c o n t a i n a s t o p c o d o n , i t i s p u t a t i v e l y f u n c t i o n a l . 

H o w e v e r , e v e n a l l e l e s w i t h o u t s t o p c o d o n s m a y n o t b e t r a n s c r i b e d ( B o r g 

e t a l . 2 0 1 1 ) . O n t h e o t h e r h a n d , t h e f a c t t h a t m a n y o f t h e a m p l i f i e d a l l e l e s 
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s h o w e d e v i d e n c e o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n s u g g e s t s t h a t a m p l i f i e d a l l e l e s 

w e r e f u n c t i o n a l a t l e a s t f o r s o m e t i m e i n t h e p a s t . T o o v e r c o m e t h e 

p r o b l e m s w i t h f u n c t i o n a l a l l e l e s , w e h a v e c a r r i e d o u t s u p e r t y p e a n a l y s i s , 

w h e r e p u t a t i v e l y f u n c t i o n a l M H C u n i t s w e r e c h a r a c t e r i z e d a n d t h e 

d i v e r s i t y i n d i c e s b a s e d o n t h e s u p e r t y p e s w e r e u s e d t o c o r r o b o r a t e t h e 

r e s u l t s b a s e d o n a l l e l i c d i v e r s i t i e s . 

Conclusions 

O u r s t u d y b r i n g s s e v e r a l n o v e l f i n d i n g s t o t h e l o n g s t a n d i n g d e b a t e a b o u t 

t h e e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t a n d b a l a n c i n g s e l e c t i o n o n M H C I I v a r i a t i o n . I n 

t h e 1 2 d i f f e r e n t - s i z e d p o p u l a t i o n s o f G M s t u d i e d h e r e , t h e e f f e c t o f d r i f t 

w a s d e t e c t e d o n l y o n t h e l e v e l o f p o p u l a t i o n a l l e l i c d i v e r s i t y ( A p ) , 

w h e r e a s a l l o t h e r d i v e r s i t y i n d i c e s ( A i , s u p e r t y p e s a n d D i ) w e r e 

i n d e p e n d e n t o f p o p u l a t i o n s i z e a n d p o s s i b l y m a i n t a i n e d b y b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n . T h e s e r e s u l t s p o i n t t o a n i n t e r e s t i n g a n d o v e r l o o k e d i s s u e 

c o n c e r n i n g d r i f t / P M B S s t u d i e s : d i f f e r e n t l e v e l s o f g e n e t i c d i v e r s i t y m i g h t 

a c t u a l l y b e a f f e c t e d d i f f e r e n t l y . M o r e s u c h s t u d i e s a r e n e e d e d t o a s s e s s 

t h e A i / A p i n c o n s i s t e n c y a n d s t o c h a s t i c m o d e l s s h o u l d b e c o n s t r u c t e d t o 

t e s t t h e m e c h a n i s m s i n v o l v e d . 

T h e c o m p a r i s o n b e t w e e n G M a n d t h e c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n o f Mimus 

polyglottos b r o u g h t a n o t h e r i n t e r e s t i n g f i n d i n g . C o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n 

s h o w e d n o d i f f e r e n c e i n M H C d i v e r s i t y r e p r e s e n t e d e i t h e r b y A i , A p o r 

s u p e r t y p e i n d i c e s f r o m G M . H o w e v e r , a m i n o a c i d d i s t a n c e s i n M H C I i p 

w e r e h i g h e r i n M. polyglottos. T h i s p r o v i d e s s u p p o r t f o r s e l e c t i o n o f 

o p t i m a l n u m b e r o f M H C a l l e l e s a c r o s s a l l p o p u l a t i o n s , w h i l e t h e h i g h 

a m i n o a c i d d i s t a n c e i n M . polyglottos i s a s s o c i a t e d r a t h e r w i t h s t a b l e 

p o p u l a t i o n s i z e t h a n w i t h s t r o n g e r d i v e r g e n t a l l e l e a d v a n t a g e i n t h e 

c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n . 
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1 7 0 7 - 1 7 2 2 . 

G o n z a l e z - Q u e v e d o C , S p u r g i n L G , H i e r a J C , R i c h a r d s o n D S ( 2 0 1 5 ) 

D r i f t , n o t s e l e c t i o n , s h a p e s t o l l - l i k e r e c e p t o r v a r i a t i o n a m o n g 

o c e a n i c i s l a n d p o p u l a t i o n s . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 4 , 5 8 5 2 - 5 8 6 3 . 

G o u d e t J ( 2 0 1 5 ) H I E R F S T A T , a p a c k a g e f o r r t o c o m p u t e a n d t e s t 

h i e r a r c h i c a l F - s t a t i s t i c s . M o l e c u l a r E c o l o g y R e s o u r c e s , 5 , 1 8 4 - 1 8 6 . 

G r i g g i o M , B i a r d C , P e n n D J , H o i H ( 2 0 1 1 ) F e m a l e h o u s e s p a r r o w s 

" c o u n t o n " m a l e g e n e s : e x p e r i m e n t a l e v i d e n c e f o r M H C - d e p e n d e n t 

m a t e p r e f e r e n c e i n b i r d s . B M C E v o l u t i o n a r y B i o l o g y , 1 1 , 4 4 . 

G r u e b e r C E , W a l l i s G P , J a m i e s o n I G ( 2 0 1 3 ) G e n e t i c d r i f t o u t w e i g h s 

n a t u r a l s e l e c t i o n a t t o l l - l i k e r e c e p t o r ( T L R ) i m m u n i t y l o c i i n a 

r e - i n t r o d u c e d p o p u l a t i o n o f a t h r e a t e n e d s p e c i e s . M o l e c u l a r 

E c o l o g y , 2 2 , 4 4 7 0 - 4 4 8 2 . 

9 2 



C h a p t e r I 

G r u e b e r C E , P e e l E , G o o l e y R , B e l o v K ( 2 0 1 5 ) G e n o m i c i n s i g h t s i n t o a 

c o n t a g i o u s c a n c e r i n T a s m a n i a n d e v i l s . T r e n d s i n G e n e t i c s , 3 1 , 

5 2 8 - 5 3 5 . 

H e d r i c k P W ( 2 0 1 2 ) W h a t i s t h e e v i d e n c e f o r h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e 

s e l e c t i o n ? T r e n d s i n E c o l o g y & E v o l u t i o n , 2 7 , 6 9 8 - 7 0 4 . 

H e d r i c k P W , L e e R N , G a r r i g a n D ( 2 0 0 2 ) M a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y 

c o m p l e x v a r i a t i o n i n r e d w o l v e s : e v i d e n c e f o r c o m m o n a n c e s t r y 

w i t h c o y o t e s a n d b a l a n c i n g s e l e c t i o n . M o l e c u l a r E c o l o g y , 1 1 , 

1 9 0 5 - 1 9 1 3 . 

H e l l g r e n O , K r i z a n a u s k i e n e A , H a s s e l q u i s t D , B e n s c h S ( 2 0 1 1 ) L o w 

h a e m o s p o r i d i a n d i v e r s i t y a n d o n e k e y - h o s t s p e c i e s i n a b i r d m a l a r i a 

c o m m u n i t y o n a m i d - A t l a n t i c i s l a n d ( S a o M i g u e l , A z o r e s ) . J o u r n a l 

o f W i l d l i f e D i s e a s e s , 4 7 , 8 4 9 - 8 5 9 . 

H i l l A V S ( 1 9 9 1 ) H L A a s s o c i a t i o n s w i t h m a l a r i a i n A f r i c a : s o m e 
i m p l i c a t i o n s f o r M H C e v o l u t i o n . I n : M o l e c u l a r E v o l u t i o n o f t h e 
M a j o r H i s t o c o m p a t i b i l i t y C o m p l e x ( e d s K l e i n J , K l e i n D ) , p p . 
4 0 3 - 4 1 9 . S p r i n g e r , B e r l i n . 

H o c h b e r g M E , M 0 l l e r A P ( 2 0 0 1 ) I n s u l a r i t y a n d a d a p t a t i o n i n c o u p l e d 

v i c t i m - e n e m y a s s o c i a t i o n s . J o u r n a l o f E v o l u t i o n a r y B i o l o g y , 1 4 , 

5 3 9 - 5 5 1 . 

H o e c k P E A , K e l l e r L F ( 2 0 1 2 ) I n b r e e d i n g , i m m u n e d e f e n c e a n d 

e c t o p a r a s i t e l o a d i n d i f f e r e n t m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s a n d s p e c i e s 

i n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s . J o u r n a l o f A v i a n B i o l o g y , 4 3 , 4 2 3 ^ 3 4 . 

H o e c k P E A , B u c h e r T B , W a n d e l e r P , K e l l e r L F ( 2 0 0 9 ) M i c r o s a t e l l i t e 

p r i m e r s f o r t h e f o u r G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s p e c i e s (Mimus 

parvulus, Mimus macdonaldi, Mimus melanotis a n d Mimus 

trifasciatus). M o l e c u l a r E c o l o g y R e s o u r c e s , 9 , 1 5 3 8 - 1 5 4 1 . 

H o e c k P E A , B e a u m o n t M A , J a m e s K E e t a l . ( 2 0 1 0 a ) S a v i n g D a r w i n ' s 

m u s e : e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s f o r t h e r e c o v e r y o f t h e F l o r e a n a 

m o c k i n g b i r d . B i o l o g y L e t t e r s , 6 , 2 1 2 - 2 1 5 . 
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H o e c k P E A , B o l l m e r J L , P a r k e r P G , K e l l e r L F ( 2 0 1 0 b ) D i f f e r e n t i a t i o n 

w i t h d r i f t : a s p a t i o - t e m p o r a l g e n e t i c a n a l y s i s o f G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s (Mimus s p p . ) . P h i l o s o p h i c a l T r a n s a c t i o n s 

o f t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 3 6 5 , 1 1 2 7 - 1 1 3 8 . 

H u c h a r d E , B a n i e l A , S c h l i e h e - D i e c k s S , K a p p e l e r P M ( 2 0 1 3 ) 

M H C - d i s a s s o r t a t i v e m a t e c h o i c e a n d i n b r e e d i n g a v o i d a n c e i n a 

s o l i t a r y p r i m a t e . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 2 , 4 0 7 1 - 4 0 8 6 . 

H u s o n D H , B r y a n t D ( 2 0 0 6 ) A p p l i c a t i o n o f p h y l o g e n e t i c n e t w o r k s i n 
e v o l u t i o n a r y s t u d i e s . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 2 3 , 
2 5 4 - 2 6 7 . 

J e t z W , T h o m a s G H , J o y J B , H a r t m a n n K , M o o e r s A O ( 2 0 1 2 ) T h e 

g l o b a l d i v e r s i t y o f b i r d s i n s p a c e a n d t i m e . N a t u r e , 4 9 1 , 4 4 4 - 4 4 8 . 

J o m b a r t T ( 2 0 0 8 ) A d e g e n e t : a R p a c k a g e f o r t h e m u l t i v a r i a t e a n a l y s i s o f 

g e n e t i c m a r k e r s . B i o i n f o r m a t i c s , 2 4 , 1 4 0 3 - 1 4 0 5 . 

K i m u r a M ( 1 9 8 3 ) T h e N e u t r a l T h e o r y o f M o l e c u l a r E v o l u t i o n . 

C a m b r i d g e U n i v e r s i t y P r e s s , C a m b r i d g e . 

K l e i n J , S a t o A , N i k o l a i d i s N ( 2 0 0 7 ) M H C , T S P , a n d t h e o r i g i n o f 

s p e c i e s : f r o m i m m u n o g e n e t i c s t o e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s . A n n u a l 

R e v i e w o f G e n e t i c s , 4 1 , 2 8 1 - 3 0 4 . 

K o s a k o v s k y P o n d S L , F r o s t S D W ( 2 0 0 5 ) N o t s o d i f f e r e n t a f t e r a l l : a 

c o m p a r i s o n o f m e t h o d s f o r d e t e c t i n g a m i n o a c i d s i t e s u n d e r 

s e l e c t i o n . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 2 2 , 1 2 0 8 - 1 2 2 2 . 

L e n z T L , B e c k e r S ( 2 0 0 8 ) S i m p l e a p p r o a c h t o r e d u c e P C R a r t e f a c t 

f o r m a t i o n l e a d s t o r e l i a b l e g e n o t y p i n g o f M H C a n d o t h e r h i g h l y 

p o l y m o r p h i c l o c i - i m p l i c a t i o n s f o r e v o l u t i o n a r y a n a l y s i s . G e n e , 

4 2 7 , 1 1 7 - 1 2 3 . 

L e n z T L , M u e l l e r B , T r i l l m i c h F , W o l f J B W ( 2 0 1 3 ) D i v e r g e n t a l l e l e 

a d v a n t a g e a t M H C - D R B t h r o u g h d i r e c t a n d m a t e r n a l g e n o t y p i c 

e f f e c t s a n d i t s c o n s e q u e n c e s f o r a l l e l e p o o l c o m p o s i t i o n a n d m a t i n g . 
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P r o c e e d i n g s o f t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 2 8 0 , 
2 0 1 3 0 7 1 4 . 

L i g h t e n J , V a n O o s t e r h o u t C , B e n t z e n P ( 2 0 1 4 a ) C r i t i c a l r e v i e w o f N G S 

a n a l y s e s f o r d e n o v o g e n o t y p i n g m u l t i g e n e f a m i l i e s . M o l e c u l a r 

E c o l o g y , 2 3 , 3 9 5 7 - 3 9 7 2 . 

L i g h t e n J , V a n O o s t e r h o u t C , P a t e r s o n I G , M c M u l l a n M , B e n t z e n P 

( 2 0 1 4 b ) U l t r a - d e e p I l l u m i n a s e q u e n c i n g a c c u r a t e l y i d e n t i f i e s M H C 

c l a s s l i p a l l e l e s a n d p r o v i d e s e v i d e n c e f o r c o p y n u m b e r v a r i a t i o n i n 

t h e g u p p y (Poecilia reticulata). M o l e c u l a r E c o l o g y R e s o u r c e s , 1 4 , 

7 5 3 - 7 6 7 . 

L i l l i e M , G r u e b e r C E , S u t t o n J T e t a l . ( 2 0 1 5 ) S e l e c t i o n o n M H C c l a s s I I 

s u p e r t y p e s i n t h e N e w Z e a l a n d e n d e m i c H o c h s t e t t e r ' s f r o g . B M C 

E v o l u t i o n a r y B i o l o g y , 1 5 , 6 3 . 

L o v e t t e I J , A r b o g a s t B S , C u r r y R L e t a l . ( 2 0 1 2 ) P h y l o g e n e t i c 

r e l a t i o n s h i p s o f t h e m o c k i n g b i r d s a n d t h r a s h e r s ( A v e s : M i m i d a e ) . 

M o l e c u l a r P h y l o g e n e t i c s a n d E v o l u t i o n , 6 3 , 2 1 9 - 2 2 9 . 

M i l l e r H C , L a m b e r t D M ( 2 0 0 4 a ) G e n e d u p l i c a t i o n a n d g e n e c o n v e r s i o n 

i n c l a s s I I M H C g e n e s o f N e w Z e a l a n d r o b i n s ( P e t r o i c i d a e ) . 

I m m u n o g e n e t i c s , 5 6 , 1 7 8 - 1 9 1 . 

M i l l e r H C , L a m b e r t D M ( 2 0 0 4 b ) G e n e t i c d r i f t o u t w e i g h s b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n i n s h a p i n g p o s t - b o t t l e n e c k m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y 

c o m p l e x v a r i a t i o n i n N e w Z e a l a n d r o b i n s ( P e t r o i c i d a e ) . M o l e c u l a r 

E c o l o g y , 1 3 , 3 7 0 9 - 3 7 2 1 . 

N e e f j e s J , J o n g s m a M L M , P a u l P , B a k k e O ( 2 0 1 1 ) T o w a r d s a s y s t e m s 

u n d e r s t a n d i n g o f M H C c l a s s I a n d M H C c l a s s I I a n t i g e n 

p r e s e n t a t i o n . N a t u r e R e v i e w s . I m m u n o l o g y , 1 1 , 8 2 3 - 8 3 6 . 

N e i M , G o j o b o r i T ( 1 9 8 6 ) S i m p l e m e t h o d s f o r e s t i m a t i n g t h e n u m b e r s 

o f s y n o n y m o u s a n d n o n s y n o n y m o u s n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n s . 

M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 3 , 4 1 8 - 4 2 6 . 

N e w h o u s e D J , B a l a k r i s h n a n C N ( 2 0 1 5 ) H i g h m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y 

c o m p l e x c l a s s I p o l y m o r p h i s m d e s p i t e b o t t l e n e c k s i n w i l d a n d 
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d o m e s t i c a t e d p o p u l a t i o n s o f t h e z e b r a f i n c h (Taeniopygia guttata). 

B M C E v o l u t i o n a r y B i o l o g y , 1 5 , 2 6 5 . 

N i e t l i s b a c h P , W a n d e l e r P , P a r k e r P G e t a l . ( 2 0 1 3 ) H y b r i d a n c e s t r y o f a n 

i s l a n d s u b s p e c i e s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d e x p l a i n s d i s c o r d a n t 

g e n e t r e e s . M o l e c u l a r P h y l o g e n e t i c s a n d E v o l u t i o n , 6 9 , 5 8 1 - 5 9 2 . 

O k s a n e n J , B l a n c h e t F G , K i n d t R e t a l . ( 2 0 1 5 ) v e g a n : C o m m u n i t y 

E c o l o g y P a c k a g e . h t t p : / / c r a n . r - p r o j e c t . o r g / p a c k a g e = v e g a n . 

A c c e s s e d 1 8 M a r c h 2 0 1 6 . 

O l i v e r M K , P i e r t n e y S B ( 2 0 1 2 ) S e l e c t i o n m a i n t a i n s M H C d i v e r s i t y 

t h r o u g h a n a t u r a l p o p u l a t i o n b o t t l e n e c k . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d 

E v o l u t i o n , 2 9 , 1 7 1 3 - 1 7 2 0 . 

R C o r e T e a m ( 2 0 1 4 ) R : A L a n g u a g e a n d E n v i r o n m e n t f o r S t a t i s t i c a l 

C o m p u t i n g . R F o u n d a t i o n f o r S t a t i s t i c a l C o m p u t i n g , V i e n n a , 

A u s t r i a . 

R a d w a n J , B i e d r z y c k a A , B a b i k W ( 2 0 1 0 ) D o e s r e d u c e d M H C d i v e r s i t y 
d e c r e a s e v i a b i l i t y o f v e r t e b r a t e p o p u l a t i o n s ? B i o l o g i c a l 
C o n s e r v a t i o n , 1 4 3 , 5 3 7 - 5 4 4 . 

v a n R e n s b u r g A J , B l o o m e r P , R y a n P G , H a n s s o n B ( 2 0 1 2 ) A n c e s t r a l 

p o l y m o r p h i s m a t t h e m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x (MHCIIß) 

i n t h e N e s o s p i z a b u n t i n g s p e c i e s c o m p l e x a n d i t s s i s t e r s p e c i e s 

(Rowettia goughensis). B M C E v o l u t i o n a r y B i o l o g y , 1 2 , 1 4 3 . 

R i c h a r d s o n D S , W e s t e r d a h l H ( 2 0 0 3 ) M H C d i v e r s i t y i n t w o 

A c r o c e p h a l u s s p e c i e s : t h e o u t b r e d G r e a t r e e d w a r b l e r a n d t h e 

i n b r e d S e y c h e l l e s w a r b l e r . M o l e c u l a r E c o l o g y , 1 2 , 3 5 2 3 - 3 5 2 9 . 

R o b e r t s o n A ( 1 9 6 2 ) S e l e c t i o n f o r h e t e r o z y g o t e s i n s m a l l p o p u l a t i o n s . 

G e n e t i c s , 4 7 , 1 2 9 1 - 1 3 0 0 . 

R o t h b e r g J M , H i n z W , R e a r i c k T M e t a l . ( 2 0 1 1 ) A n i n t e g r a t e d 

s e m i c o n d u c t o r d e v i c e e n a b l i n g n o n - o p t i c a l g e n o m e s e q u e n c i n g . 

N a t u r e , 4 7 5 , 3 4 8 - 3 5 2 . 
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S a n d b e r g M , E r i k s s o n L , J o n s s o n J , S j o s t r o m M , W o l d S ( 1 9 9 8 ) N e w 

c h e m i c a l d e s c r i p t o r s r e l e v a n t f o r t h e d e s i g n o f b i o l o g i c a l l y a c t i v e 

p e p t i d e s . A m u l t i v a r i a t e c h a r a c t e r i z a t i o n o f 8 7 a m i n o a c i d s . J o u r n a l 

o f M e d i c i n a l C h e m i s t r y , 4 1 , 2 4 8 1 - 2 4 9 1 . 

S e p i l I , M o g h a d a m H K , H u c h a r d E , S h e l d o n B C ( 2 0 1 2 ) 

C h a r a c t e r i z a t i o n a n d 4 5 4 p y r o s e q u e n c i n g o f M a j o r 

H i s t o c o m p a t i b i l i t y C o m p l e x c l a s s I g e n e s i n t h e g r e a t t i t r e v e a l 

c o m p l e x i t y i n a p a s s e r i n e s y s t e m . B M C E v o l u t i o n a r y B i o l o g y , 1 2 , 

6 8 . 

S e p i l I , L a c h i s h S , H i n k s A E , S h e l d o n B C ( 2 0 1 3 ) M h c s u p e r t y p e s 

c o n f e r b o t h q u a l i t a t i v e a n d q u a n t i t a t i v e r e s i s t a n c e t o a v i a n m a l a r i a 

i n f e c t i o n s i n a w i l d b i r d p o p u l a t i o n . P r o c e e d i n g s o f t h e R o y a l 

S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 2 8 0 , 2 0 1 3 0 1 3 4 . 

S l a d e R , M c C a l l u m H ( 1 9 9 2 ) O v e r d o m i n a n t v s . f r e q u e n c y d e p e n d e n t 

s e l e c t i o n a t M H C l o c i . G e n e t i c s , 1 3 2 , 8 6 1 - 8 6 2 . S o m m e r S ( 2 0 0 5 ) 

T h e i m p o r t a n c e o f i m m u n e g e n e v a r i a b i l i t y ( M H C ) i n e v o l u t i o n a r y 

e c o l o g y a n d c o n s e r v a t i o n . F r o n t i e r s i n Z o o l o g y , 2 , 1 6 . 

S o m m e r S , C o u r t i o l A , M a z z o n i C J ( 2 0 1 3 ) M H C g e n o t y p i n g o f 

n o n - m o d e l o r g a n i s m s u s i n g n e x t - g e n e r a t i o n s e q u e n c i n g : a n e w 

m e t h o d o l o g y t o d e a l w i t h a r t e f a c t s a n d a l l e l i c d r o p o u t . B M C 

G e n o m i c s , 1 4 , 5 4 2 . 

S p u r g i n L G , R i c h a r d s o n D S ( 2 0 1 0 ) H o w p a t h o g e n s d r i v e g e n e t i c 

d i v e r s i t y : M H C , m e c h a n i s m s a n d m i s u n d e r s t a n d i n g s . P r o c e e d i n g s 

o f t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 2 7 7 , 9 7 9 - 9 8 8 . 

S p u r g i n L G , V a n O C , I l l e r a J C e t a l . ( 2 0 1 1 ) G e n e c o n v e r s i o n r a p i d l y 

g e n e r a t e s m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x d i v e r s i t y i n r e c e n t l y 

f o u n d e d b i r d p o p u l a t i o n s . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 0 , 5 2 1 3 - 5 2 2 5 . 

S t e f k a J , H o e c k P E A , K e l l e r L F , S m i t h V S ( 2 0 1 1 ) A h i t c h h i k e r s g u i d e 
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Abstract 

M a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x c l a s s I I ( M H C I I ) i s a n e s s e n t i a l 

m o l e c u l e t r i g g e r i n g t h e a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e b y t h e p r e s e n t a t i o n o f 

p a t h o g e n s t o h e l p e r T c e l l s . T h e a s s o c i a t i o n b e t w e e n i n d i v i d u a l M H C I I 

v a r i a n t s a n d v a r i o u s p a r a s i t e s h a s b e c o m e a f r e q u e n t f i n d i n g i n s t u d i e s o f 

v e r t e b r a t e p o p u l a t i o n s . H o w e v e r , a l t h o u g h b i r d e c t o p a r a s i t e s h a v e a 

s i g n i f i c a n t e f f e c t o n t h e i r h o s t ' s f i t n e s s , a n d t h e h o s t ' s i m m u n e s y s t e m 

c a n r e g u l a t e e c t o p a r a s i t i c i n f e c t i o n s , n o s t u d y h a s y e t i n v e s t i g a t e d t h e 

a s s o c i a t i o n b e t w e e n M H C I I p o l y m o r p h i s m a n d e c t o p a r a s i t e i n f e c t i o n i n 

t h e p o p u l a t i o n s o f f r e e - l i v i n g b i r d s . H e r e w e t e s t w h e t h e r a n a s s o c i a t i o n 

e x i s t s b e t w e e n t h e a b u n d a n c e o f a c h e w i n g l o u s e (Myrsidea nesomimi) 

a n d M H C I I p o l y m o r p h i s m o f i t s h o s t s , t h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s 

(Mimus). W e h a v e f o u n d t h a t t h e p r e s e n c e o f t w o M H C I I s u p e r t y p e s 

( f u n c t i o n a l l y d i f f e r e n t i a t e d c l u s t e r s ) w a s s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h 

l o u s e a b u n d a n c e . T h i s p a t t e r n s u p p o r t s t h e t h e o r y t h a t a c o - e v o l u t i o n a r y 

i n t e r a c t i o n s t a n d s b e h i n d a m a i n t e n a n c e o f M H C p o l y m o r p h i s m . 

M o r e o v e r , w e h a v e f o u n d a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n l o u s e a b u n d a n c e 

a n d h e t e r o p h i l / l y m p h o c y t e r a t i o ( a n i n d i c a t o r o f i m m u n o l o g i c a l s t r e s s ) , 

t h a t s e r v e s a s a n a d d i t i o n a l p i e c e o f e v i d e n c e t h a t e c t o p a r a s i t e b u r d e n i s 

a f f e c t e d b y i m m u n o l o g i c a l s t a t e i n G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . 

Keywords 

a r m s - r a c e , c o - e v o l u t i o n , i m m u n i t y , e c t o p a r a s i t e , s u p e r t y p e 
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Introduction 

T h e i m m u n e s y s t e m i s a m u l t i l e v e l d e f e n c e s c h e m e c o m p o s e d o f i n n a t e 

a n d a d a p t i v e i m m u n e p a t h w a y s t h a t i n t e r a c t t o w a r d s t h e c o m m o n g o a l o f 

c o n t r o l l i n g p a t h o g e n s ( M e d z h i t o v 2 0 0 7 ; M u r p h y a n d J a n e w a y 2 0 0 8 ) . 

R e c i p r o c a l i n t e r a c t i o n s b e t w e e n p a t h o g e n s a t t e m p t i n g t o m a x i m i z e t h e i r 

f i t n e s s a t t h e e x p e n s e o f h o s t s , a n d h o s t s c o n t r o l l i n g p a t h o g e n s b y t h e i r 

i m m u n e s y s t e m , i s a k e y f o r c e d r i v i n g t h e e v o l u t i o n o f t h e i m m u n e 

s y s t e m ( S c h n e i d e r a n d A y r e s 2 0 0 8 ) . A l l i m m u n e p a t h w a y s a r e i n i t i a t e d 

b y a p a t h o g e n r e c o g n i t i o n t h a t i s p r o v i d e d b y v a r i o u s k i n d s o f h o s t 

r e c e p t o r s . A m o n g t h e m o s t i m p o r t a n t r e c o g n i t i o n r e c e p t o r s a r e t h e 

m o l e c u l e s o f t h e M a j o r H i s t o c o m p a t i b i l i t y C o m p l e x ( M H C ) , w h i c h 

r e p r e s e n t a n e s s e n t i a l p a r t o f t h e a d a p t i v e i m m u n e s y s t e m ( R o c k e t a l . 

2 0 1 6 ) . M o r e s p e c i f i c a l l y , M H C c l a s s I I i s a c o m p l e x o f p r o t e i n s t h a t 

s e r v e s a s t h e d e t e c t o r o f e x t r a c e l l u l a r p a t h o g e n s . S e v e r a l M H C I I p r o t e i n s 

f o r m a t r a n s - m e m b r a n e m o l e c u l e t h a t b i n d s a n a n t i g e n i n a 

p e p t i d e - b i n d i n g g r o o v e a n d p r e s e n t s i t t o h e l p e r T c e l l s ( C D 4 + ) . H e l p e r T 

c e l l s s u b s e q u e n t l y i n i t i a t e a p a t h w a y o f a d a p t i v e i m m u n e r e s p o n s e s 

a g a i n s t t h e p r e s e n t e d a n t i g e n w i t h t h e u l t i m a t e g o a l o f c l e a r i n g t h e 

e x t r a c e l l u l a r p a t h o g e n ( M u r p h y a n d J a n e w a y 2 0 0 8 ; R o c k e t a l . 2 0 1 6 ) . 

T h e b i n d i n g o f t h e a n t i g e n i n t h e M H C p e p t i d e - b i n d i n g g r o o v e ( P B G ) i s 

t h e c r u c i a l m o m e n t f o r t h e s u b s e q u e n t i m m u n e r e s p o n s e . 

T h e b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f t h e P B G , p r i m a r i l y d e f i n e d b y t h e 

a m i n o a c i d s e q u e n c e , d e t e r m i n e t h e c a p a c i t y t o b i n d a s p e c i f i c a n t i g e n . 

S o m e M H C v a r i a n t s m a y o v e r l a p i n t h e i r b i n d i n g c a p a c i t y d u e t o t h e i r 

a m i n o a c i d c h a i n s p o s s e s s i n g s i m i l a r b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s ( S e t t e a n d 

S i d n e y 1 9 9 8 ) . F o r t h i s r e a s o n M H C s u p e r t y p e s r e f l e c t i n g P B G b i n d i n g 

p r o p e r t i e s h a v e b e e n u s e d i n s t e a d o f i n d i v i d u a l v a r i a n t s i n t h e m a j o r i t y o f 

a s s o c i a t i o n s t u d i e s ( T r a c h t e n b e r g e t a l . 2 0 0 3 ; S c h w e n s o w e t a l . 2 0 0 7 ; 

S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ; P i l o s o f e t a l . 2 0 1 4 ; B u c z e k e t a l . 2 0 1 6 ) . S u p e r t y p e s a r e 

d e f i n e d b y c l u s t e r i n g o f t h e M H C v a r i a n t s w i t h s i m i l a r b i n d i n g p r o p e r t i e s 
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b a s e d o n t h e p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f i n d i v i d u a l a m i n o a c i d s i t e s 

t h a t a r e i n c o n t a c t w i t h a n t i g e n s ( D o y t c h i n o v a a n d F l o w e r 2 0 0 5 ) . 

S u p e r t y p e s t h u s r e p r e s e n t a c l u s t e r o f v a r i a n t s t h a t a r e v e r y l i k e l y t o 

r e c o g n i z e a s i m i l a r s e t o f a n t i g e n s a n d a l l o w a s u b s t a n t i a l r e d u c t i o n o f t h e 

n u m b e r o f p r e d i c t o r s i n a s s o c i a t i o n m o d e l s i n s i t u a t i o n s w h e r e t h e r e a r e 

t o o m a n y a l l e l e s , a s i n t h e c a s e o f s o n g b i r d s ( B o l l m e r e t a l . 2 0 1 0 ) . 

T h e h i g h l e v e l s o f i n t r a - s p e c i f i c a n d t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m o f M H C 

i n d i c a t e a d a p t i v e i m p o r t a n c e o f t h e l o c u s ( K l e i n e t a l . 2 0 0 7 ) . M o r e 

s p e c i f i c a l l y , t h e p o l y m o r p h i s m i s m a i n t a i n e d b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

p r o p e l l e d e i t h e r b y s e x u a l o r n a t u r a l s e l e c t i o n , o r m o s t l i k e l y b y a 

c o m b i n a t i o n o f b o t h ( A p a n i u s e t a l . 1 9 9 7 ) . C o n s i d e r a b l e a t t e n t i o n h a s 

b e e n f o c u s e d o n t h e e f f e c t s o f n a t u r a l s e l e c t i o n m e d i a t e d b y p a t h o g e n s . 

S e v e r a l s p e c i f i c h y p o t h e s e s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o u n d e r s t a n d t h e e x a c t 

e v o l u t i o n a r y m e c h a n i s m s t h a t m a i n t a i n s u c h p o l y m o r p h i s m ( S p u r g i n a n d 

R i c h a r d s o n 2 0 1 0 ) . T h e h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e ( o v e r d o m i n a n c e ) 

h y p o t h e s i s p r e d i c t s t h a t i n d i v i d u a l s h e t e r o z y g o u s a t t h e M H C w i l l h a v e 

h i g h e r f i t n e s s a n d t h e r e f o r e m o r e v a r i a n t s w i l l p e r s i s t i n a p o p u l a t i o n a n d 

t h e i r f r e q u e n c i e s w i l l n o t v a r y c o n s i d e r a b l y i n t i m e ( D o h e r t y a n d 

Z i n k e r n a g e l 1 9 7 5 ) . O n t h e o t h e r h a n d , t h e n e g a t i v e f r e q u e n c y - d e p e n d e n t 

s e l e c t i o n ( r a r e a l l e l e a d v a n t a g e ) h y p o t h e s i s d e p e n d s o n t h e 

c o - e v o l u t i o n a r y a r m s r a c e b e t w e e n h o s t s a n d p a t h o g e n s . I t a s s u m e s t h a t 

o n e M H C v a r i a n t i n c r e a s e s i n f r e q u e n c y d u e t o i t s a b i l i t y t o r e c o g n i z e a 

p a r t i c u l a r a n t i g e n u n t i l t h e a n t i g e n m u t a t e s a n d s u b s e q u e n t l y a d i f f e r e n t 

M H C v a r i a n t c o m e s u n d e r p o s i t i v e s e l e c t i o n d u e t o i t s a b i l i t y t o 

r e c o g n i z e t h e n e w a n t i g e n . T h e s e f l u c t u a t i o n s c o n t i n u e a d i n f i n i t u m a n d a 

l o s s o f M H C a l l e l e s i s p r e c l u d e d b y t h e e p i s o d i c d i r e c t i o n a l s e l e c t i o n 

d r i v e s o f t h e r a r e a l l e l e s ( S l a d e & M c C a l l u m 1 9 9 2 ) . B o t h h y p o t h e s e s 

h a v e f o u n d s u p p o r t i n a w i d e r a n g e o f r e p o r t s . E v i d e n c e f o r 

o v e r d o m i n a n c e c o m e s f r o m s t u d i e s w h e r e h e t e r o z y g o u s i n d i v i d u a l s 

s h o w e d h i g h e r p a t h o g e n r e s i s t a n c e c o m p a r e d t o h o m o z y g o u s i n d i v i d u a l s 

( O l i v e r e t a l . 2 0 0 9 ; W o r l e y e t a l . 2 0 1 0 ; S a v a g e a n d Z a m u d i o 2 0 1 1 ; 

B o l n i c k e t a l . 2 0 1 4 ) . W h e r e a s a s s o c i a t i o n s b e t w e e n s p e c i f i c M H C 
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v a r i a n t s a n d p a t h o g e n r e s i s t a n c e o r f i t n e s s i n b i r d s ( W e s t e r d a h l e t a l . 

2 0 1 3 ; D u n n e t a l . 2 0 1 3 ; S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ; B a t e s o n e t a l . 2 0 1 6 ) a n d 

m a m m a l s ( O p p e l t e t a l . 2 0 1 0 ; P i l o s o f e t a l . 2 0 1 4 ; B u c z e k e t a l . 2 0 1 6 ) , 

t o g e t h e r w i t h a s i m u l a t i o n s t u d y ( E j s m o n d & R a d w a n 2 0 1 5 ) s u p p o r t r a r e 

a l l e l e a d v a n t a g e a s t h e p r e v a l e n t m o d e o f c o - e v o l u t i o n b e t w e e n M H C a n d 

i n d i v i d u a l p a t h o g e n s . H o w e v e r , i t m u s t b e n o t e d t h a t t h e t w o m o d e s o f 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n a r e n o n - e x c l u s i v e w i t h t h e p o l y m o r p h i s m o f M H C 

b e i n g a r e s u l t o f b o t h f o r c e s , e s p e c i a l l y w h e n m u l t i p l e p a t h o g e n s a r e 

t a k e n i n t o a c c o u n t ( A p a n i u s e t a l . 1 9 9 7 ; O l i v e r e t a l . 2 0 0 9 ) . 

C o m p a r e d t o t h e e x a m p l e s l i n k i n g P B G p o l y m o r p h i s m w i t h s e v e r e 

p a t h o g e n s o r e n d o p a r a s i t e s , w e h a v e f o c u s e d o n t h e a s s o c i a t i o n b e t w e e n 

P B G p o l y m o r p h i s m a n d b i r d l o u s e i n f e c t i o n s . A l t h o u g h e c t o p a r a s i t e s l i v e 

o n a h o s t ' s b o d y s u r f a c e , t h e i r e f f e c t o n t h e h o s t ' s f i t n e s s i s c o n s i d e r a b l e 

( L e h m a n n 1 9 9 3 ; R i c h n e r e t a l . 1 9 9 3 ; C l a y t o n e t a l . 2 0 1 5 ) . A l a r g e b o d y 

o f e v i d e n c e e x i s t s o n t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n e c t o p a r a s i t e s a n d i m m u n e 

s y s t e m i n b i r d s a n d o t h e r v e r t e b r a t e s ( W i k e l 1 9 8 2 ; J a m e s 1 9 9 9 ; E v i d e n c e 

i n b i r d s r e v i e w e d i n : O w e n e t a l . 2 0 1 0 ) . E c t o p a r a s i t e s c a n t r i g g e r a n 

i m m u n e r e s p o n s e ( e . g . N o r t h e r n F o w l M i t e (Ornithonyssus sylviarum 

C a n e s t r i n i a n d F a n z a g o , 1 8 7 7 ) , K i n g e t a l . 2 0 1 1 ) a n d a b i r d ' s i m m u n e 

r e s p o n s e c a n a f f e c t t h e s u r v i v a l o f e c t o p a r a s i t e s ( e . g . G r e a t T i t (Parus 

major L i n n a e u s , 1 7 5 8 ) v s . H e n F l e a (Ceratophyllus gallinae S c h r a n k , 

1 8 0 3 ) , W a l k e r e t a l . 2 0 0 3 ) . N o t o n l y t h e s t r i c t l y b l o o d s u c k i n g 

e c t o p a r a s i t e s ( e . g . t i c k s o r a n o p l u r a n l i c e ) , b u t a l s o c h e w i n g l i c e f r o m t h e 

o r d e r A m b l y c e r a c a n i n t e r a c t w i t h t h e h o s t ' s i m m u n e s y s t e m a s t h e y f e e d 

o n t h e s k i n a n d c o m e i n t o d i r e c t c o n t a c t w i t h t h e b l o o d b y c h e w i n g 

g r o w i n g p i n f e a t h e r s ( M a r s h a l l 1 9 8 1 ) . T h u s , c h e w i n g l i c e w e r e f o u n d t o 

b e a s s o c i a t e d w i t h h i g h a p r o d u c t i o n o f e o s i n o p h i l e s i n t h e R i n g - b i l l e d 

G u l l (Larus delawarensis O r d , 1 8 1 5 ) ( F a i r n e t a l . 2 0 1 2 ) a n d t h e 

b i o d i v e r s i t y o f a m b y c e r a n l i c e w a s a s s o c i a t e d w i t h t h e i n t e n s i t y o f 

i m m u n e r e s p o n s e ( M 0 l l e r a n d R o z s a 2 0 0 5 ) . 
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D e s p i t e a l a r g e b o d y o f e v i d e n c e f o r t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n e c t o p a r a s i t e s 

a n d i m m u n e r e s p o n s e ( s e e C l a y t o n e t a l . 2 0 1 5 c h a p . 3 f o r a r e v i e w ) , o n l y 

o n e s t u d y h a s a n a l y s e d t h e e f f e c t o f M H C p o l y m o r p h i s m o n t h e 

r e s i s t a n c e t o e c t o p a r a s i t e s i n b i r d s . O w e n e t a l . ( 2 0 0 8 ) f o u n d t h a t 

d o m e s t i c c h i c k e n (Gallus gallus L i n n a e u s , 1 7 5 8 ) c a r r y i n g a s p e c i f i c 

M H C v a r i a n t s h o w e d a r e d u c e d a b u n d a n c e o f N o r t h e r n F o w l M i t e d u e t o 

t h e i r s t r o n g e r i n f l a m m a t i o n o f t h e s k i n c o m p a r e d t o h e n s c a r r y i n g o t h e r 

M H C v a r i a n t ( O w e n e t a l . 2 0 0 9 ) . I n m a m m a l s , t h e e v i d e n c e i s m o r e 

a b u n d a n t f r o m b o t h d o m e s t i c a n d f r e e - l i v i n g s p e c i e s ( U n t a l a n e t a l . 2 0 0 7 ; 

O l i v e r e t a l . 2 0 0 9 ; S c h a d e t a l . 2 0 1 2 ) . F i n a l l y , a n a s s o c i a t i o n b e t w e e n a n 

e c t o p a r a s i t e a n d M H C v a r i a n t h a s b e e n f o u n d a l s o i n p o i k i l o t h e r m s , e . g . 

i n S a n d L i z a r d s (Lacerta agilis L i n n a e u s , 1 7 5 8 ) ( O l s s o n e t a l . 2 0 0 5 ) . B u t , 

t o o u r k n o w l e d g e , n o s t u d y h a s y e t f o c u s e d o n t h e e f f e c t o f M H C 

p o l y m o r p h i s m o n e c t o p a r a s i t e s i n f r e e - r a n g i n g p o p u l a t i o n s o f b i r d s . 

H e r e , w e a i m t o a s s e s s w h e t h e r M H C I I p o l y m o r p h i s m a f f e c t s t h e 

a b u n d a n c e o f l o u s e Myrsidea nesomimi P a l m a a n d P r i c e , 2 0 1 0 i n t h e 

p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s (Mimus). W e a l s o i n c l u d e 

h e t e r o p h i l / l y m p h o c y t e r a t i o ( H : L ) , a m e a s u r e o f s t r e s s a n d i n f l a m m a t i o n 

( D a v i s e t a l . 2 0 0 8 ) t o c o n t r o l f o r b i r d s t r e s s c o n d i t i o n . M o r e s p e c i f i c a l l y 

w e a i m t o t e s t t h e f o l l o w i n g q u e s t i o n s : 

1 . D o e s l o u s e a b u n d a n c e c o r r e l a t e w i t h t h e s t r e s s i n d e x r e p r e s e n t e d 

b y H : L r a t i o a n d ( o r ) o t h e r h o s t - d e t e r m i n e d e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s 

( s e x , a n d w e i g h t ) ? 

2 . D o e s l o u s e a b u n d a n c e c o r r e l a t e w i t h t h e n u m b e r o f M H C I I 

a l l e l e s , t h e n u m b e r o f s u p e r t y p e s i n a n i n d i v i d u a l o r m i c r o s a t e l l i t e 

h e t e r o z y g o s i t y ? 
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3 . D o e s l o u s e a b u n d a n c e c o r r e l a t e w i t h t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f 

i n d i v i d u a l M H C I I s u p e r t y p e s ? 

4 . D o e s H : L c o r r e l a t e w i t h t h e p r e s e n c e / a b s e n c e o f a s u p e r t y p e ? 

I n o r d e r t o a n s w e r t h e q u e s t i o n s , w e h a v e f o c u s e d o n t h e p o p u l a t i o n s o f 

f o u r s p e c i e s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s ( G M ) : Mimus macdonaldi 

R i d g w a y , 1 8 9 0 , Mimus melanotis, Mimus parvuls & Mimus trifasciatus 

G o u l d , 1 8 3 7 . A l l o p a t r i c p o p u l a t i o n s o c c u p y i s l a n d s o f d i f f e r e n t s i z e a n d 

t h e r e i s a l i m i t e d g e n e f l o w b e t w e e n t h e m ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) . G M w e r e 

i n i t i a l l y u s e d t o t e s t h o w r e s t r i c t e d p o p u l a t i o n s i z e a f f e c t s g e n e t i c 

d i v e r s i t y a n d h e a l t h s t a t u s ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ; H o e c k a n d K e l l e r 2 0 1 2 ) . 

A l t h o u g h n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y w a s l a r g e l y s h a p e d b y p o p u l a t i o n s i z e , 

t h e h e a l t h s t a t u s r e p r e s e n t e d b y H : L r a t i o , l y s i s , a g g l u t i n a t i o n a n d n u m b e r 

o f e c t o p a r a s i t e s w a s n e i t h e r c o r r e l a t e d w i t h p o p u l a t i o n s i z e n o r w i t h t h e 

l e v e l o f i n b r e e d i n g . I t h a s b e e n a r g u e d t h a t t h e l a c k o f c o r r e l a t i o n w a s 

c a u s e d b y t h e f a c t t h a t t h e n e u t r a l g e n e t i c v a r i a t i o n d o e s n o t r e f l e c t 

v a r i a t i o n i n t h e g e n e s t h a t c o d e f o r i m m u n e t r a i t s . I n a f o l l o w u p s t u d y 

(Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) w e h a v e d e s c r i b e d t h e d i v e r s i t y i n M H C I I ( 3 s u b u n i t 

a n d s h o w e d t h a t M H C d i v e r s i t y , r e p r e s e n t e d b y t h e n u m b e r o f a l l e l e s i n 

a n i n d i v i d u a l , a n d b y t h e n u m b e r o f s u p e r t y p e s , w a s n o t a f f e c t e d b y 

p o p u l a t i o n s i z e t o t h e s a m e d e g r e e a s n e u t r a l m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y . W e 

h a v e a l s o f o u n d s u p p o r t i n g e v i d e n c e f o r b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n t h e e x c e s s 

o f n o n - s y n o n y m o u s m u t a t i o n s i n a n t i g e n b i n d i n g s i t e s a n d i n e x t e n s i v e 

t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m . O b s e r v e d p a t t e r n s i m p l i e d t h a t g e n e t i c d r i f t 

w a s p a r t i a l l y o u t w e i g h b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n , h o w e v e r t h e e f f e c t o f 

M H C o n f i t n e s s o r p a r a s i t e l o a d w a s n o t a n a l y s e d . H e r e w e f u s e 

p r e v i o u s l y p u b l i s h e d d a t a o n M H C w i t h d a t a o n e c t o p a r a s i t e a b u n d a n c e 

t o u n d e r s t a n d t h e e f f e c t o f M H C p o l y m o r p h i s m o n e c t o p a r a s i t e l o a d . 
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Material and methods 

I n o r d e r t o a n a l y s e t h e e f f e c t o f M H C p o l y m o r p h i s m w e t e s t e d f o r 

s t a t i s t i c a l a s s o c i a t i o n s b e t w e e n e c t o p a r a s i t e l o a d , M H C I i p 

p o l y m o r p h i s m , n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y , a n d H : L r a t i o i n 1 2 1 i n d i v i d u a l s 

o f G M . T h e s a m p l e s f r o m 1 0 d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s a n d 4 s p e c i e s o f G M 

w e r e c o l l e c t e d b e t w e e n 2 0 0 6 a n d 2 0 0 8 . M i c r o s a t e l l i t e d a t a ( H o e c k e t a l . 

2 0 0 9 ; H o e c k a n d K e l l e r 2 0 1 2 ; Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) w e r e u s e d t o c a l c u l a t e 

m e a n o b s e r v e d h e t e r o z y g o s i t y f o r e a c h i n d i v i d u a l a s a n i n d e x o f n e u t r a l 

g e n e t i c d i v e r s i t y . E c t o p a r a s i t e l o a d w a s a s s e s s e d b y d u s t - r u f f l i n g , a 

m e t h o d w h e r e b i r d f e a t h e r s a r e t r e a t e d w i t h a n i n s e c t i c i d e a n d 

e c t o p a r a s i t e s t h a t f a l l o u t w i t h i n a p r e d e f i n e d t r e a t m e n t d u r a t i o n ( 5 

m i n u t e s ) a r e c o l l e c t e d a n d c o u n t e d ( W a l t h e r a n d C l a y t o n 1 9 9 7 ; H o e c k 

a n d K e l l e r 2 0 1 2 ) . T h i s m e t h o d h a s p r o v e d g e n e r a l l y r e l i a b l e i n e s t i m a t i n g 

c h e w i n g l i c e n u m b e r s ( K o o p & C l a y t o n 2 0 1 3 ) . I n G M w e f o u n d t h r e e 

s p e c i e s o f e c t o p a r a s i t e s , Analgia m i t e s L i n n a e u s , 1 7 5 8 , Brueelia 

galapagensis K e l l o g a n d K u a w a n a , 1 9 0 2 a n d Myrsidea nesomimi l i c e 

(Štefka e t a l . 2 0 1 1 ) , b u t f o r t h e p u r p o s e o f o u r s t u d y w e u s e d o n l y 

Myrsidea l o u s e d u e t o i t s w i d e s p r e a d o c c u r r e n c e a n d h i g h v a r i a n c e i n 

a b u n d a n c e . M o r e o v e r t h i s s p e c i e s d i s p l a y s t h e c l o s e s t c o n t a c t w i t h t h e 

b i r d ' s s k i n a n d d u e t o i t s b l o o d f e e d i n g h a b i t i t i s m o r e l i k e l y t o i n t e r a c t 

w i t h t h e b i r d ' s i m m u n e s y s t e m t h a n Brueelia l o u s e o r Analgia m i t e 

( M 0 l l e r a n d Rózsa 2 0 0 5 ; M 0 l l e r e t a l . 2 0 1 0 ) . Myrsidea a b u n d a n c e ( s u m 

o f t h e n u m b e r o f n y m p h s a n d a d u l t s ) w a s a s s e s s e d f o r 1 2 1 s a m p l e s f r o m 

o u r d a t a s e t w i t h o n l y 6 b i r d s b e i n g c o m p l e t e l y l o u s e f r e e . 

N u m b e r s o f M H C I i p a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l w e r e u s e d a s a n i n d e x o f 

M H C g e n e t i c d i v e r s i t y . M H C I i p g e n o t y p e s p e r i n d i v i d u a l w e r e a d o p t e d 

f r o m (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) . T h e d a t a s e t c o n t a i n e d 1 2 0 M H C I i p a l l e l e s i n 

t o t a l w i t h 1 - 1 2 a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l . T h e r e a s o n b e h i n d s u c h a w i d e 

v a r i a t i o n i n t h e n u m b e r o f a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l i s t h e c o - o c c u r r e n c e o f a t 

l e a s t s i x M H C I i p p a r a l o g s a n d t h e s u b s t a n t i a l c o p y n u m b e r v a r i a t i o n t h a t 
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i s a c o m m o n f e a t u r e o f M H C I I i n s o n g b i r d s (Böhmer e t a l . 2 0 1 0 ) . 

T h e r e f o r e , t o e x p r e s s M H C g e n e t i c d i v e r s i t y i n o u r m o d e l s w e u s e d t h e 

t o t a l n u m b e r o f a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l . T h i s i n d e x c o m b i n e s b o t h a s p e c t s 

o f M H C v a r i a t i o n - h e t e r o z y g o s i t y o f i n d i v i d u a l l o c i a n d t h e i r t o t a l 

n u m b e r . 

S u p e r t y p e s , f u n c t i o n a l l y d i s t i n c t MHCIIß c l u s t e r s , w e r e u s e d t o r e p r e s e n t 

i n d i v i d u a l f u n c t i o n a l v a r i a n t s . T h e s u p e r t y p e s ( a d o p t e d f r o m Vlček e t a l . 

2 0 1 6 ) w e r e i d e n t i f i e d b y c l u s t e r i n g a l l MHCIIß p e p t i d e v a r i a n t s b a s e d o n 

p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f n i n e a m i n o a c i d s i t e s i n P B G a c c o r d i n g t o 

t h e a p p r o a c h d e v e l o p e d b y D o y t c h i n o v a a n d F l o w e r ( 2 0 0 5 ) . W e u s e d 

o n l y n i n e a m i n o a c i d s i t e s t h a t w e r e f o u n d u n d e r b a l a n c i n g s e l e c t i o n , t h u s 

i n d i c a t i n g i m p o r t a n c e o f t h e s e s i t e s i n d i r e c t i n t e r a c t i o n w i t h a n t i g e n s 

( d e t a i l s i n Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) . F o r t h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y , w e e x c l u d e d 

o n e o f t h e e i g h t o r i g i n a l l y f o u n d s u p e r t y p e s b e c a u s e o f i t s e x t r e m e l y l o w 

f r e q u e n c y . 

H e t e r o p h M y m p h o c y t e r a t i o ( H : L ) w a s u s e d a s a n i n d e x o f a h e a l t h s t a t u s 

o f i n d i v i d u a l b i r d s . A n i n c r e a s e d n u m b e r o f h e t e r o p h i l s r e l a t i v e t o 

l y m p h o c y t e s i n d i c a t e s s t r e s s a n d i n f l a m m a t i o n i n b i r d s ( T o m p k i n s e t a l . 

2 0 0 6 ; D a v i s e t a l . 2 0 0 8 ) . W e a s s u m e d t h a t H : L c o u l d b e l i n k e d w i t h l o u s e 

a b u n d a n c e ( e . g . m o r e s t r e s s e d b i r d s b e i n g m o r e l o u s e s u s c e p t i b l e ) , b u t 

a l s o w e c o n s i d e r e d a s i t u a t i o n i n w h i c h H : L w a s a f f e c t e d b y MHCIIß 

s u p e r t y p e s . T h e r e f o r e w e i n c l u d e d H : L i n t h e w h o l e m o d e l w i t h 

e c t o p a r a s i t e l o a d a s a r e s p o n s e ( q u e s t i o n 1 ) , b u t w e a l s o t e s t e d w h e t h e r 

H : L c a n b e e x p l a i n e d b y MHCIIß s u p e r t y p e p r e s e n c e i n a s e p a r a t e l i n e a r 

m o d e l ( q u e s t i o n 4 ) . H : L v a l u e s , b a s e d o n w h i t e b l o o d c e l l c o u n t s , w e r e 

a d o p t e d f r o m a p r e v i o u s s t u d y ( H o e c k a n d K e l l e r 2 0 1 2 ) . O n e e x t r e m e 

o u t l i e r o f H : L w a s r e m o v e d f r o m t h e d a t a s e t a n d t h e H : L r a t i o w a s 

n o r m a l i z e d b y n a t u r a l l o g a r i t h m . 

T o t e s t i f l o u s e a b u n d a n c e i s a f f e c t e d b y H : L , o r h o s t - d e t e r m i n e d 

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s ( q u e s t i o n 1 ) , o r o v e r a l l M H C d i v e r s i t y ( n u m b e r o f 
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M H C s u p e r t y p e s a n d a l l e l e s ) ( q u e s t i o n 2 ) w e c o n s t r u c t e d a s i n g l e 

g e n e r a l i z e d l i n e a r m i x e d m o d e l w i t h p a c k a g e l m e 4 ( B a t e s e t a l . 2 0 1 5 ) . 

W e u s e d l o u s e a b u n d a n c e o n i n d i v i d u a l b i r d s a s t h e r e s p o n s e v a r i a b l e 

e x p l a i n e d b y s e x o f t h e h o s t , i t s b o d y w e i g h t ( l o g s c a l e d ) , a n d s c a l e d 

b o d y w e i g h t ( r a t i o o f b o d y w e i g h t t o t a r s u s l e n g t h r e f l e c t i n g c o n d i t i o n ) , 

H : L r a t i o , n u m b e r o f M H C a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l ( A i ) , n u m b e r o f M H C 

s u p e r t y p e s , a n d m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y . W e u s e d n e g a t i v e b i n o m i a l 

e r r o r d i s t r i b u t i o n i n t h e m o d e l b e c a u s e t h e r e s p o n s e v a r i a b l e s h o w e d a 

n o n - r a n d o m a g g r e g a t i o n o f h i g h v a l u e s i n s o m e i n d i v i d u a l s c a u s i n g a 

h i g h l e v e l o f o v e r - d i s p e r s i o n , w h i c h i s t y p i c a l f o r p a r a s i t e a b u n d a n c e d a t a 

( C l a y t o n e t a l . 2 0 1 5 , c h a p . 2 ) . T o a c c o u n t f o r d i f f e r e n c e s c a u s e d b y t h e 

s a m p l i n g f r o m 1 0 d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s , w e s u p p l i e d p o p u l a t i o n i d e n t i t y 

a s a f a c t o r w i t h r a n d o m e f f e c t . S p e c i e s i d e n t i t y w a s n o t u s e d b e c a u s e i t 

l a r g e l y o v e r l a p p e d w i t h t h e p o p u l a t i o n i d e n t i t y , m o r e o v e r i t d i d n o t 

e x p l a i n a n y e x t r a v a r i a t i o n a n d i t d i d n o t c h a n g e g e n e r a l o u t c o m e w h e n 

a d d e d a s a n o t h e r r a n d o m f a c t o r . F u r t h e r m o r e , a p r e v i o u s s t u d y ( S t e f k a e t 

a l . 2 0 1 1 ) s h o w e d t h a t p o p u l a t i o n s o f b o t h t h e b i r d s a n d t h e i r p a r a s i t e s 

f r o m i n d i v i d u a l i s l a n d s f u n c t i o n a s h i g h l y r e l a t e d b u t g e n e t i c a l l y 

s e p a r a t e d u n i t s , w h e t h e r a t i n t e r - o r i n t r a - s p e c i f i c l e v e l . I n o r d e r t o 

d e t e r m i n e r e l e v a n t p r e d i c t o r s , w e u s e d a b a c k w a r d s t e p w i s e m o d e l 

s e l e c t i o n , i n w h i c h p r e d i c t o r s w e r e e l i m i n a t e d b a s e d o n t h e c h a n g e s i n 

A k a i k e ' s i n f o r m a t i o n c r i t e r i o n ( A A I C ) . I f t h e e l i m i n a t i o n o f a p r e d i c t o r 

c a u s e d a n i n c r e a s e o f A I C b y m o r e t h a n 2 t h e p r e d i c t o r w a s r e t a i n e d i n 

t h e m o d e l , o t h e r w i s e t h e p r e d i c t o r w a s r e m o v e d . T w o p a i r s o f t h e 

p r e d i c t o r s s h o w e d a n e l e v a t e d l e v e l o f c r o s s - c o r r e l a t i o n ( n u m b e r o f M H C 

a l l e l e s a n d n u m b e r o f s u p e r t y p e s , a n d w e i g h t a n d s c a l e d w e i g h t v a r i a n c e 

i n f l a t i o n f a c t o r ( V I F ) = 1 . 6 5 , 9 . 5 r e s p e c t i v e l y ) , b u t t h e n u m b e r o f a l l e l e s 

a n d t h e s c a l e d w e i g h t w e r e e l i m i n a t e d e a r l y i n t h e p r o c e s s o f m o d e l 

s e l e c t i o n s o t h e c r o s s - c o r r e l a t i o n o f e x p l a n a t o r y v a r i a b l e s d i d n o t b i a s t h e 

f i n a l m o d e l . P r e d i c t o r s t h a t s h o w e d s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e i n t h i s 

e x p l o r a t o r y a n a l y s i s w e r e f u r t h e r u s e d i n t h e s t a t i s t i c a l m o d e l f o r q u e s t i o n 

3 . 
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T o t e s t q u e s t i o n 3 , w e c o n s t r u c t e d a g e n e r a l i z e d l i n e a r m o d e l w i t h l o u s e 

a b u n d a n c e a s a r e s p o n s e t e r m a n d t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f e a c h 

i n d i v i d u a l s u p e r t y p e a s a p r e d i c t o r . M o r e o v e r , w e a d d e d H : L a s a n 

e x p l a n a t o r y v a r i a b l e , b e c a u s e i t w a s t h e o n l y s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r f r o m 

t h e p r e v i o u s m o d e l . A s a b o v e , t h e m o d e l w a s c o n s t r u c t e d w i t h a n e g a t i v e 

b i n o m i a l e r r o r d i s t r i b u t i o n a n d p o p u l a t i o n i d e n t i t y a s a n e x p l a n a t o r y 

f a c t o r w i t h r a n d o m e f f e c t . T h e b e s t p r e d i c t o r s w e r e s e l e c t e d b y b a c k w a r d 

s e l e c t i o n u s i n g A A I C ( s e e a b o v e ) . B e c a u s e o f t h e n e e d f o r h i g h e r 

s t r i n g e n c y i n g e n e d i s e a s e a s s o c i a t i o n s t u d i e s ( M a n l y 2 0 0 5 ) , s e v e r a l 

f o l l o w - u p t e s t s w e r e r u n o n t h e f i n a l m o d e l p r e d i c t o r s e l e c t i o n . F i r s t , w e 

e v a l u a t e d a s s o c i a t i o n a s r o b u s t i f 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f c o e f f i c i e n t 

e s t i m a t e s d i d n o t a p p r o a c h z e r o . S e c o n d , w e e s t i m a t e d e f f e c t s i z e s o f t h e 

f i n a l p r e d i c t o r s b y C o h e n ' s D m e t h o d ( C o h e n 1 9 8 8 ) . F i n a l l y , w e a l s o 

t e s t e d a s c e n a r i o i n w h i c h s u p e r t y p e s c o n f e r a d i s s i m i l a r e f f e c t o n l o u s e 

a b u n d a n c e i n i n d i v i d u a l p o p u l a t i o n s . S u c h a s c e n a r i o w o u l d b e e x p e c t e d 

u n d e r n e g a t i v e - f r e q u e n c y d e p e n d e n t s e l e c t i o n , w h e r e i n d e p e n d e n t 

a s s o c i a t i o n s a r e a s s u m e d t o e v o l v e . T h i s h y p o t h e s i s w a s t e s t e d b y a 

c o m p a r i s o n o f t h e A I C o f t w o m o d e l s . I n t h e f i r s t m o d e l , l o u s e 

a b u n d a n c e w a s t h e r e s p o n s e v a r i a b l e a n d t h e p r e s e n c e o f i n d i v i d u a l 

s u p e r t y p e w a s t h e e x p l a n a t o r y v a r i a b l e w i t h f i x e d e f f e c t . P o p u l a t i o n 

i d e n t i t y w a s s u p p l i e d a s a r a n d o m e f f e c t o f t h e l o u s e a b u n d a n c e . I n t h e 

s e c o n d m o d e l w e a d d e d t h e r a n d o m e f f e c t o f t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n 

s u p e r t y p e a n d p o p u l a t i o n . I f t h e s e c o n d m o d e l e x p l a i n e d m o r e v a r i a n c e i t 

w o u l d h a v e s u g g e s t e d t h a t t h e s u p e r t y p e c o n f e r s d i s s i m i l a r e f f e c t i n 

d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s . 

T h e f o u r t h q u e s t i o n d e a l i n g w i t h t h e a s s o c i a t i o n o f M H C s u p e r t y p e a n d 

H : L r a t i o w a s t e s t e d i n a s e p a r a t e l i n e a r m i x e d m o d e l . I n t h i s m o d e l H : L 

w a s e x p l a i n e d b y t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f t h e s u p e r t y p e s , w i t h 

p o p u l a t i o n i d e n t i t y u s e d a s a f a c t o r w i t h a r a n d o m e f f e c t . 

A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d i n R 3 . 2 . 3 ( R C o r e T e a m 2 0 1 5 ) . 
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Results 

T h e f i r s t m o d e l , t e s t i n g a s s o c i a t i o n s b e t w e e n l o u s e a b u n d a n c e , H : L , 

h o s t - d e t e r m i n e d e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s ( q u e s t i o n 1 ) , a n d M H C I I ( 3 a n d 

m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y ( q u e s t i o n 2 ) , r e v e a l e d t h a t H : L i s t h e o n l y 

s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r o f l o u s e a b u n d a n c e ( T a b l e 1 ) . T h e 

r e l a t i o n s h i p w a s p o s i t i v e i n d i c a t i n g t h a t b i r d s w i t h h i g h e r H : L a l s o 

s h o w e d h i g h e r l o u s e a b u n d a n c e . N o s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p w a s e v i d e n t 

b e t w e e n l o u s e a b u n d a n c e , a n d t h e n u m b e r o f M H C a l l e l e s , n u m b e r o f 

s u p e r t y p e s , a n d m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y . 
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Table 1 R e s u l t s o f t h e f i r s t s t a t i s t i c a l m o d e l t e s t i n g a s s o c i a t i o n s b e t w e e n 

l o u s e a b u n d a n c e , M H C d i v e r s i t y ( N Q M H C a l l e l e s , N Q M H C s u p e r t y p e s ) , 

m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y ( M i c r o s a t . H o ) , h e t e r o p h M y m p h o c y t e r a t i o ( H : L ) 

a n d o t h e r f a c t o r s d e t e r m i n i n g l o u s e n i c h e p a r a m e t e r s ( s c a l e d w e i g h t , 

w e i g h t a n d h o s t s e x ) . P r e d i c t o r s a r e o r d e r e d a c c o r d i n g t h e i r e l i m i n a t i o n 

f r o m t h e g e n e r a l i z e d l i n e a r m o d e l . C o e f f i c i e n t e s t i m a t e o f e a c h p r e d i c t o r 

i s g i v e n t o g e t h e r w i t h s t a n d a r d e r r o r ( S E ) o f t h e e s t i m a t e , Z t e s t s t a t i s t i c s , 

p r o b a b i l i t y o f Z t e s t b e i n g s i g n i f i c a n t ( P - v a l u e ) a n d t h e d i f f e r e n c e i n 

A k a i k e ' s i n f o r m a t i o n c r i t e r i o n b e t w e e n t h e m o d e l w i t h o u t a n d w i t h t h e 

p r e d i c t o r ( A A I C ) . S t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r s a r e i n i t a l i c . 

P r e d i c t o r C o e f f i c i e n t S E Z - v a l u e P - v a l u e A A I C 

No M H C a l l e l e s 0 . 0 0 1 0 . 0 3 9 0 . 0 2 1 0 . 9 8 3 - 2 . 0 0 0 

S c a l e d w e i g h t 1 . 0 8 7 1 . 4 3 6 0 . 7 5 7 0 . 4 4 9 - 1 . 4 2 8 

S e x - 0 . 2 2 9 0 . 1 7 5 - 1 . 3 0 8 0 . 1 9 1 - 0 . 2 8 6 

N s M H C s u p e r t y p e s - 0 . 0 2 6 0 . 0 6 6 - 0 . 3 9 9 0 . 6 9 0 - 1 . 8 3 9 

M i c r o s a t . H o - 1 . 0 8 3 0 . 4 8 4 - 2 . 2 3 7 0 . 0 2 5 1 . 7 8 3 

W e i g h t - 0 . 6 9 3 0 . 5 7 2 - 1 . 2 1 3 0 . 2 2 5 - 0 . 5 8 6 

H:L 0.209 0.088 2.357 0.018 3.378 

T h e s e c o n d m o d e l , t e s t i n g a s s o c i a t i o n b e t w e e n l o u s e a b u n d a n c e a n d 

i n d i v i d u a l M H C s u p e r t y p e s ( q u e s t i o n 3 ) , r e v e a l e d t h a t t h e i n c i d e n c e o f 

s u p e r t y p e 2 , s u p e r t y p e 4 , a n d H : L w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r s 

o f l o u s e a b u n d a n c e ( T a b l e 2 ) . M o r e o v e r , e a c h a s s o c i a t i o n o f t h e 

s u p e r t y p e s s h o w e d a s i g n i f i c a n t e f f e c t s i z e ( C o h e n ' s D 2 = 0 . 4 1 5 , D 4 = 

0 . 3 8 1 ) a n d t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f t h e e s t i m a t e s d i d n o t r e a c h z e r o 

( T a b l e 2 ) . I n d i v i d u a l s w i t h s u p e r t y p e 2 h a d s i g n i f i c a n t l y l o w e r n u m b e r o f 
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l i c e ( 5 . 5 8 l i c e o n a v e r a g e ) c o m p a r e d t o i n d i v i d u a l s w i t h o u t t h e s u p e r t y p e 

( 8 . 0 8 l i c e o n a v e r a g e ) . O n t h e o t h e r h a n d , i n d i v i d u a l s w i t h s u p e r t y p e 4 

h a d s i g n i f i c a n t l y h i g h e r n u m b e r o f l i c e ( 8 . 9 3 o n a v e r a g e ) c o m p a r e d t o 

i n d i v i d u a l s w i t h o u t t h e s u p e r t y p e ( 6 . 6 1 o n a v e r a g e ) ( F i g u r e 1 ) . 

N e v e r t h e l e s s , w e h a v e t o c o n s i d e r t h a t s u p e r t y p e 4 w a s p r e s e n t o n l y i n 1 5 

i n d i v i d u a l s o u t o f 1 2 1 , a n d t h u s o n e c a n c o n s i d e r t h i s r e s u l t l e s s r e l i a b l e 

d u e t o u n e q u a l g r o u p s i z e c o m p a r e d t o s u p e r t y p e 2 , w h i c h w a s p r e s e n t i n 

5 7 i n d i v i d u a l s . F u r t h e r m o r e , w e f o u n d n o d i s s i m i l a r e f f e c t o f t h e t w o 

s u p e r t y p e s a m o n g G M p o p u l a t i o n s a s t h e m o d e l s w i t h r a n d o m e f f e c t o f 

s u p e r t y p e a n d p o p u l a t i o n i n t e r a c t i o n e x p l a i n e d n o m o r e v a r i a n c e t h a n t h e 

m o d e l s w i t h o u t t h i s r a n d o m e f f e c t ( A A I C < 2 ) . H : L r a t i o a s t h e i n d e x o f 

s t r e s s r e m a i n e d t h e o n l y s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r o f l o u s e a b u n d a n c e a p a r t 

f r o m t h e s u p e r t y p e s . F i n a l l y , t h e t h i r d m o d e l ( q u e s t i o n 4 ) s h o w e d t h a t t h e 

p r e s e n c e o r a b s e n c e o f a n y s u p e r t y p e d i d n o t s i g n i f i c a n t l y a f f e c t t h e H : L 

r a t i o ( r e m o v a l o f a n y o f t h e p r e d i c t o r s d i d n o t s h o w A A I C > 2 ) . 
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a b s e n t p r e s e n t 
M H C s u p e r t y p e 2 

a b s e n t p r e s e n t 
M H C s u p e r t y p e 4 

Figure 1 A b u n d a n c e o f Myrsidea l o u s e o n G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s i s 

l o w e r i n i n d i v i d u a l s c a r r y i n g M H C I I ( 3 s u p e r t y p e 2 a n d h i g h e r i n 

i n d i v i d u a l s c a r r y i n g s u p e r t y p e 4 . D i s t r i b u t i o n o f t h e a b u n d a n c e i s 

e x p r e s s e d b y b o x - a n d - w h i s k e r s p l o t s t h a t s h o w t h e m e d i a n ( h o r i z o n t a l 

l i n e ) , u p p e r a n d l o w e r q u a r t i l e s ( b o x ) a n d m a x i m u m a n d m i n i m u m v a l u e s 

( e x c l u d i n g o u t l i e r s r e p r e s e n t e d b y a d o t ) . 
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Table 2 R e s u l t s o f t h e s e c o n d s t a t i s t i c a l m o d e l t e s t i n g a s s o c i a t i o n 

b e t w e e n l o u s e a b u n d a n c e , i n d i v i d u a l M H C s u p e r t y p e s a n d 

h e t e r o p h i l / l y m p h o c y t e r a t i o ( H : L ) . P r e d i c t o r s a r e o r d e r e d a c c o r d i n g t h e i r 

e l i m i n a t i o n f r o m t h e g e n e r a l i z e d l i n e a r m o d e l m o d e l . C o e f f i c i e n t e s t i m a t e 

o f e a c h p r e d i c t o r i s g i v e n t o g e t h e r w i t h s t a n d a r d e r r o r ( S E ) o f t h e 

e s t i m a t e , 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l ( C o n f i n t ) , Z t e s t s t a t i s t i c s , p r o b a b i l i t y 

o f Z t e s t b e i n g s i g n i f i c a n t ( P - v a l u e ) a n d t h e d i f f e r e n c e i n A k a i k e ' s 

i n f o r m a t i o n c r i t e r i o n b e t w e e n t h e m o d e l w i t h o u t a n d w i t h t h e p r e d i c t o r 

( A A I C ) . S t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r s a r e i n i t a l i c . 

Predictor Coefficient S E Confint Z-value P-value AAIC 

S u p e r t y p e 3 - 0 . 0 0 9 0 . 2 1 2 - - 0 . 0 4 3 0 . 9 6 6 - 1 . 9 9 8 

S u p e r t y p e 8 0 . 0 8 0 0 . 2 1 6 - 0 . 3 7 1 0 . 7 1 1 - 1 . 8 6 0 

S u p e r t y p e 1 - 0 . 1 3 4 0 . 2 4 5 - - 0 . 5 4 6 0 . 5 8 5 - 1 . 6 9 8 

S u p e r t y p e 5 - 0 . 1 2 3 0 . 1 8 9 - - 0 . 6 5 4 0 . 5 1 3 - 1 . 5 6 3 

H:L 0.214 0.084 0.050-0.384 2.551 0.011 4.529 

Supertype 4 0.636 0.247 0.166-1.159 2.579 0.010 5.140 

Supertype 2 -0.441 0.168 -0.771 -
-0.096 

-2.626 0.009 4.142 
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Discussion 

R e p l i c a t e d p o p u l a t i o n s o f t h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s t u d y s y s t e m 

a l l o w e d u s t o t e s t t h e e f f e c t s o f v a r i o u s g e n e t i c i n d i c e s o n t h e a b u n d a n c e 

o f a w i d e s p r e a d e c t o p a r a s i t e s p e c i e s . W e o b s e r v e d n o e f f e c t o f n e u t r a l 

m i c r o s a t e l l i t e h e t e r o z y g o s i t y o r n u m b e r o f M H C a l l e l e s a n d s u p e r t y p e s 

( T a b l e 1 ) , w h i c h s u g g e s t s t h a t h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e d o e s n o t p l a y a n y 

i m p o r t a n t r o l e i n t h e c o - e v o l u t i o n b e t w e e n Myrsidea nesomimi a n d 

M H C I i p i n G M . H o w e v e r , w e f o u n d a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t a s s o c i a t i o n 

b e t w e e n t h e i n c i d e n c e o f t w o M H C I i p s u p e r t y p e s a n d t h e a b u n d a n c e o f 

Myrsidea l o u s e ( T a b l e 2 ) . T h e p r e s e n c e o f s u p e r t y p e 2 w a s a s s o c i a t e d 

w i t h a r e d u c e d l o u s e a b u n d a n c e , w h i l e t h e p r e s e n c e o f s u p e r t y p e 4 w a s 

a s s o c i a t e d w i t h a h i g h e r l o u s e a b u n d a n c e . A s s o c i a t i o n s b e t w e e n 

i n d i v i d u a l M H C v a r i a n t s , e i t h e r p o s i t i v e o r n e g a t i v e , a n d p a r a s i t e s h a v e 

r e c e n t l y b e c o m e a c o m m o n f i n d i n g ( e . g . S e p i l e t a l . 2 0 1 3 ; P i l o s o f e t a l . 

2 0 1 4 ) , h o w e v e r , t h i s s t u d y i s t h e f i r s t t o d o c u m e n t a n M H C - e c t o p a r a s i t e 

a s s o c i a t i o n i n f r e e - l i v i n g p o p u l a t i o n s o f b i r d s . 

T h e o b s e r v e d a s s o c i a t i o n s a r e b a s e d o n a c o r r e l a t i o n , t h u s i t s h o u l d b e 

n o t e d t h a t c o r r e l a t i o n d o e s n o t n e c e s s a r i l y m e a n c a u s a l i t y . O t h e r f a c t o r s 

( s u c h a s o t h e r p a t h o g e n s o r e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s ) c o u l d d r i v e s i m i l a r 

p a t t e r n s o f l o u s e a b u n d a n c e , w i t h M H C n o t b e i n g d i r e c t l y i n v o l v e d . O n 

t h e o t h e r h a n d , w e c o n t r o l l e d f o r m a n y m a j o r f a c t o r s t h a t c a n d e t e r m i n e 

l o u s e a b u n d a n c e l i k e h o s t b o d y w e i g h t , s e x a n d p o p u l a t i o n i d e n t i t y . 

M o r e o v e r , c o r r e l a t i o n s w i t h i n c i d e n c e o f s u p e r t y p e s s h o w e d s i g n i f i c a n t 

e f f e c t s i z e a n d c o n f i d e n c e i n t e r v a l s t h a t d i d n o t r e a c h z e r o . T h i s p r o v i d e s 

o u r r e s u l t s r e l e v a n t c r e d i b i l i t y o f c o r r e l a t i v e a s s o c i a t i o n s t h a t a r e w o r t h 

d i s c u s s i n g . N e v e r t h e l e s s , o n l y a m a n i p u l a t i v e e x p e r i m e n t w o u l d p r o v i d e 

t h e p o w e r t o u n a m b i g u o u s l y d i s e n t a n g l e a c a u s a l r e l a t i o n s h i p . 

I t m i g h t s e e m u n e x p e c t e d f o r a v a r i a t i o n i n a s i g n a l l i n g m o l e c u l e o f t h e 

a d a p t i v e i m m u n e s y s t e m t o b e l i n k e d w i t h t h e a b u n d a n c e o f a n 
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e c t o p a r a s i t e , y e t t h e r e a r e s e v e r a l p l a u s i b l e p a t h w a y s t h a t c a n e x p l a i n o u r 

r e s u l t . T h e r e i s s o m e e v i d e n c e t h a t M H C h a p l o t y p e s a f f e c t e c t o p a r a s i t e 

c o m m u n i t y . M a j o r i t y o f t h e e v i d e n c e c o m e s f r o m t h e s t u d i e s o f m a m m a l s 

a n d t h e i r b l o o d s u c k i n g e c t o p a r a s i t e s ( U n t a l a n e t a l . 2 0 0 7 ; S c h a d e t a l . 

2 0 1 2 ) , o r f i s h a n d t h e i r g i l l e c t o p a r a s i t e s ( S e i f e r t o v a e t a l . 2 0 1 6 ) . T o o u r 

k n o w l e d g e , o n l y o n e v e r y c o m p e l l i n g s t u d y e x i s t s i n b i r d s . O w e n e t a l . 

( 2 0 0 8 ) s h o w e d t h a t d o m e s t i c c h i c k e n s c a r r y i n g a s p e c i f i c M H C h a p l o t y p e 

h a r b o u r l e s s N o r t h e r n F o w l M i t e s . A p a r t f r o m t h e s c a r c e M H C 

a s s o c i a t i o n s t u d i e s , e v i d e n c e o f a g e n e r a l i n t e r a c t i o n b e t w e e n a h o s t 

i m m u n e s y s t e m a n d b l o o d s u c k i n g e c t o p a r a s i t e s i s w e l l d o c u m e n t e d i n 

b i r d s ( O w e n e t a l . 2 0 1 0 ) . T h e l o u s e s p e c i e s i n o u r s t u d y b e l o n g s t o t h e 

a m b l i c e r a n t a x o n o f l i c e t h a t u s u a l l y l i v e n e a r t h e i r h o s t ' s s k i n a n d f e e d 

o n b l o o d o n l y o c c a s i o n a l l y ( M a r s h a l l 1 9 8 1 ) . T h e r e f o r e , t h e c o n t a c t w i t h 

t h e h o s t w i l l d e f i n i t e l y b e l e s s i n t i m a t e t h a n b e t w e e n d o m e s t i c c h i c k e n 

a n d N o r t h e r n F o w l M i t e s , m a i n l y d u e t o t h e l a c k o f a p i e r c i n g m o u t h 

a p p a r a t u s . N e v e r t h e l e s s , i t h a s b e e n o b s e r v e d t h a t e v e n n o n - b l o o d s u c k i n g 

l i c e c a n s t i m u l a t e a n i m m u n e r e s p o n s e , a l t h o u g h t h i s r e s u l t c o m e s f r o m 

s h e e p a n d t h e i r l i c e ( J a m e s 1 9 9 9 ) . F u r t h e r m o r e , a m b l i c e r a n l i c e w e r e 

f o u n d t o b e c a p a b l e o f t r a n s m i t t i n g m i c r o f i l a r i a l w o r m s v i a b l o o d ( C o h e n 

e t a l . 1 9 9 1 ) . T h i s e v i d e n c e w o u l d a l l o w u s t o e x p l a i n t h e e f f e c t o f t h e 

M H C s u p e r t y p e b y a d i r e c t i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e l o u s e a n d t h e i m m u n e 

s y s t e m . I n s u c h c a s e , i n d i v i d u a l s w i t h s u p e r t y p e 2 w o u l d b e a b l e t o 

r e c o g n i z e l o u s e a n t i g e n s p e n e t r a t i n g v i a b i t e s , i n i t i a t i n g a p r o p e r i m m u n e 

r e s p o n s e t h a t w o u l d h i n d e r l o u s e f i t n e s s b y s k i n i n f l a m m a t i o n . O n t h e 

o t h e r h a n d , i n d i v i d u a l s w i t h s u p e r t y p e 4 w o u l d b e m o r e s u s c e p t i b l e t o 

l o u s e i n f e c t i o n b e c a u s e o f t h e s u p e r t y p e i n a b i l i t y t o r e c o g n i z e l o u s e 

a n t i g e n s a n d i n i t i a t e a n a p p r o p r i a t e r e a c t i o n . 

I n d i r e c t e f f e c t o f M H C I I ( 3 o n l o u s e a b u n d a n c e i s a n o t h e r p l a u s i b l e 

e x p l a n a t i o n o f t h e o b s e r v e d p a t t e r n . M H C I I ( 3 c a n a f f e c t c o m p o s i t i o n o f 

u r o p y g i a l g l a n d w a x o r s k i n a n d f e a t h e r m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s t h a t c a n 

s u b s e q u e n t l y a f f e c t l o u s e a b u n d a n c e . U r o p y g i a l g l a n d p r o d u c e s v a r i o u s 

w a x e s a n d o t h e r c h e m i c a l c o m p o u n d s t h a t k e e p a b i r d ' s p l u m a g e i n g o o d 
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c o n d i t i o n ( J a c o b a n d Z i s w i l e r 1 9 8 2 ; H a r i b a l e t a l . 2 0 0 5 ) . I t a f f e c t s 

m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s ( S o l e r e t a l . 2 0 1 2 ; J a c o b e t a l . 2 0 1 4 ) a n d t o s o m e 

d e g r e e a l s o e c t o p a r a s i t e s ( M o r e n o - R u e d a 2 0 1 0 ) . M H C v a r i a n t s w e r e 

f o u n d t o a l t e r p r e e n w a x c o m p o s i t i o n a n d r e l a t e d o d o u r s i n s e a b i r d s 

( L e c l a i r e e t a l . 2 0 1 5 ) a n d s o n g b i r d s ( S l a d e e t a l . 2 0 1 6 ) . L e c l a i r e e t a l . 

( 2 0 1 9 ) a l s o f o u n d t h a t t h e d i s t r i b u t i o n o f M H C I I ( 3 f u n c t i o n a l d i v e r s i t y 

a f f e c t e d f e a t h e r m i c r o b i a l c o m m u n i t y i n B l u e P e t r e l (Halobaena caerulea 

G m e l i n , 1 7 8 9 ) . F u r t h e r m o r e , L e c l a i r e e t a l . s h o w e d s t r o n g a s s o c i a t i o n 

w i t h a b a c t e r i u m f r o m t h e g e n u s Arsenophonus t h a t i s k n o w n a s a 

s y m b i o n t o f a v i a n e c t o p a r a s i t e s (Nováková e t a l . 2 0 0 9 ) . S u c h i n d i r e c t 

e v i d e n c e a l l o w s u s t o a r g u e t h a t s u p e r t y p e s 2 a n d 4 c a n a f f e c t e i t h e r t h e 

c o m p o s i t i o n o f p r e e n g l a n d s w a x e s a n d / o r b a c t e r i a l c o m m u n i t i e s , w h i c h 

s u b s e q u e n t l y a f f e c t s Myrsidea a b u n d a n c e . 

T h e o r e t i c a l l y , i n d i r e c t e f f e c t o f M H C I I ( 3 o n l o u s e a b u n d a n c e t h r o u g h 

o t h e r p a t h o g e n s i s a l s o p o s s i b l e . I f a s u p e r t y p e c o n f e r r e d r e s i s t a n c e t o a 

v i r u l e n t p a t h o g e n , r e s i s t a n t i n d i v i d u a l s w o u l d h a v e m o r e e n e r g y t o 

c o m b a t e c t o p a r a s i t e s t h a n s u s c e p t i b l e i n d i v i d u a l s . B u t t h i s s i t u a t i o n i s 

u n l i k e l y i n G M w h e r e s c r e e n i n g o f a w i d e r a n g e o f i n f e c t i o u s d i s e a s e 

a g e n t s i n o n e o f t h e G M s p e c i e s b y D e e m a t a l . ( 2 0 1 1 ) s h o w e d a b s e n c e o f 

v i r u l e n t e n d o p a r a s i t e s ( e . g . h a e m o p a r a s i t e s o r i n f e c t i o u s b a c t e r i a ) t h a t 

c o u l d i m p a i r b i r d ' s h e a l t h . 

O n a m o r e g e n e r a l l e v e l , w e h a v e t r i e d t o i n v e s t i g a t e t h e l i n k b e t w e e n 

M H C I i p , l o u s e a b u n d a n c e a n d h e t e r o p h i M y m p h o c y t e r a t i o ( H : L ) , a 

m e a s u r e i n d i c a t i n g i n f e c t i o n a n d s t r e s s i n b i r d s ( D a v i s e t a l . 2 0 0 4 , 2 0 0 8 ) . 

W e h a v e f o u n d a s i g n i f i c a n t p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n H : L a n d 

Myrsidea a b u n d a n c e , b u t n o l i n k b e t w e e n M H C I I ( 3 s u p e r t y p e s a n d H : L . 

T w o a l t e r n a t i v e h y p o t h e s i s c a n e x p l a i n t h e o b s e r v e d p a t t e r n . E i t h e r a 

p r e s e n c e o f h i g h e r n u m b e r o f l i c e c a u s e s m o r e s t r e s s a n d a n i n c r e a s e i n 

H : L , o r t h e b i r d s a r e s t r e s s e d b y s o m e t h i n g e l s e ( e . g . o t h e r p a t h o g e n , 

e c o l o g i c a l f a c t o r s ) a l l o w i n g t h e l i c e t o p r o l i f e r a t e o n s u c h i m p a i r e d 

i n d i v i d u a l s . W e c a n n o t d i s c e r n b e t w e e n t h e s e t w o o p t i o n s b a s e d o n o u r 
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c o r r e l a t i v e a p p r o a c h . S e v e r a l s t u d i e s s h o w e d a l i n k b e t w e e n w h i t e b l o o d 

c e l l d e r i v e d i n d i c e s a n d e c t o p a r a s i t e a b u n d a n c e . F a i r n e t a l . ( 2 0 1 2 ) f o u n d 

t h a t l o u s e a b u n d a n c e i n R i n g - B i l l e d G u l l s d o e s n o t c o r r e l a t e w i t h H : L 

r a t i o b u t o n l y w i t h t h e p r o p o r t i o n o f e o s i n o p h i l s i n t h e b l o o d . I n t h e s t u d y 

o f E u r a s i a n B e e - e a t e r s (Merops apiaster L i n n a e u s , 1 7 5 8 ) , m a n i p u l a t i o n 

w i t h l o u s e a b u n d a n c e a f f e c t e d b i r d w e i g h t a s w e l l a s b l o o d s e d i m e n t a t i o n 

a n d h a e m a t o c r i t ( H o i e t a l . 2 0 1 2 ) . N o t w i t h s t a n d i n g t h e c a u s a l i t y , b o t h 

s t u d i e s , t o g e t h e r w i t h o u r r e s u l t s , i n d i c a t e t h e e x i s t e n c e o f a l i n k b e t w e e n 

i m m u n i t y a n d l o u s e a b u n d a n c e i n w i l d p o p u l a t i o n s o f b i r d s . H o w e v e r , t h e 

e x a c t p a t h w a y s f o r t h i s p h e n o m e n o n r e m a i n u n r e s o l v e d . A n e x p e r i m e n t a l 

a p p r o a c h c o n s i d e r i n g a l l p o s s i b l e f a c t o r s , f r o m i m m u n o g e n e t i c d i v e r s i t y 

o r h o s t m o r p h o l o g y a n d e x h a u s t i v e i n f o r m a t i o n o n m a j o r p a t h o g e n s t o 

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s s h o u l d b e u s e d t o e v a l u a t e t h i s i n t e r a c t i o n . 

I n G a l a p a g o s h a w k s (Buteo galapagoensis G o u l d , 1 8 3 7 ) , a n e g a t i v e 

c o r r e l a t i o n w a s f o u n d b e t w e e n t h e l e v e l o f g e n e t i c d i v e r s i t y , l o u s e 

a b u n d a n c e , a n d t h e l e v e l s o f n a t u r a l a n t i b o d i e s , s h o w i n g t h a t a r e d u c t i o n 

i n p o p u l a t i o n s i z e n e g a t i v e l y a f f e c t e d i m m u n o c o m p e t e n c e ( W h i t e m a n e t 

a l . 2 0 0 6 ) . S u c h p a t t e r n s w e r e n o t o b s e r v e d i n G M , w h e r e i n d i c e s o f 

i m m u n e r e s p o n s e a n d e c t o p a r a s i t e a b u n d a n c e w e r e i n d e p e n d e n t o f 

n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y a n d p o p u l a t i o n s i z e ( H o e c k a n d K e l l e r 2 0 1 2 ) . 

C u r r e n t s t u d y h a s a p o t e n t i a l t o e x p l a i n t h e l a c k o f t h e p o p u l a t i o n - s i z e 

d e p e n d e n t p a t t e r n i n G a l a p a g o s M o c k i n g b i r d s a s w e f o u n d t h a t t h e l o u s e 

a b u n d a n c e i s a f f e c t e d b y i n c i d e n c e o f i n d i v i d u a l M H C I I ( 3 v a r i a n t s r a t h e r 

t h a n b y t h e t o t a l a m o u n t o f n e u t r a l o r M H C I I ( 3 g e n e t i c d i v e r s i t y . 

I n t h e p r e v i o u s s t u d y (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) w e h a v e a l s o f o u n d t h a t M H C I i p 

s u p e r t y p e d i v e r s i t y i s p a r t i a l l y r e s i s t a n t t o g e n e t i c d r i f t , p o s s i b l y d u e t o 

t h e e f f e c t o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n . O n e o f t h e p a t t e r n s t y p i c a l l y g e n e r a t e d 

b y b a l a n c i n g s e l e c t i o n i s t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m ( S p u r g i n a n d 

R i c h a r d s o n 2 0 1 0 ; L i g h t e n e t a l . 2 0 1 7 ) . T r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m i s 

m a i n t a i n e d i f a c o m m o n p a t h o g e n i s p r e s e n t i n d i f f e r e n t s p e c i e s a n d 

s h a r e d M H C a l l e l e s c o n f e r r e s i s t a n c e t o t h a t c o m m o n p a t h o g e n . I n t h e 
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p r e v i o u s s t u d y (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) w e h a v e o b s e r v e d a l o t o f s h a r e d 

p o l y m o r p h i s m b e t w e e n d i f f e r e n t s p e c i e s a n d p o p u l a t i o n s , b u t w e d i d n o t 

k n o w w h e t h e r c o m m o n s u p e r t y p e s c o n f e r s o m e e f f e c t . C u r r e n t 

o b s e r v a t i o n o f i n d i v i d u a l s u p e r t y p e s a s s o c i a t e d w i t h Myrsidea a b u n d a n c e 

n o t w i t h s t a n d i n g p o p u l a t i o n i d e n t i t y s e r v e a s a n e v i d e n c e t h a t o b s e r v e d 

t r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m i s f u n c t i o n a l , a n d t h u s b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

c a n b e c o n s i d e r e d a s a n e v o l u t i o n a r y f o r c e m a i n t a i n i n g d i v e r s i t y o f 

M H C I i p s u p e r t y p e s . 
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a d v a n t a g e . I n t h e c a s e o f h e t e r o z y g o t e a d v a n t a g e , w e s h o u l d o b s e r v e 
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t h e a r m s - r a c e b e t w e e n a s i n g l e p a t h o g e n a n d i t s h o s t , w h e r e a s M H C 

d i v e r s i t y b e c o m e s p r o p o r t i o n a l l y m o r e i m p o r t a n t w h e n m u l t i p l e 

p a t h o g e n s a r e c o n s i d e r e d ( A p a n i u s e t a l . 1 9 9 7 ; O l i v e r e t a l . 2 0 0 9 ) . 

T h e r e f o r e , b e c a u s e w e h a v e n o t s a m p l e d a l l p o s s i b l e p a t h o g e n s , w e 

c a n n o t t e l l w h a t i s t h e e x a c t t y p e o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n t h a t m a i n t a i n s 
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w h e r e g e n e t i c d r i f t m a y h a v e t h e p o t e n t i a l t o c o u n t e r b a l a n c e t h e f o r c e s o f 
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s e l e c t i o n . H o w e v e r , i n a g r e e m e n t w i t h s e v e r a l o t h e r s t u d i e s ( A g u i l a r e t a l . 

2 0 0 4 ; Vlček e t a l . 2 0 1 6 ; M a r m e s a t e t a l . 2 0 1 7 ) t h e r e s u l t s p r e s e n t e d h e r e 

p r o v i d e a n o t h e r p i e c e o f e v i d e n c e f o r t h e c a p a b i l i t y o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n 

t o m a i n t a i n f u n c t i o n a l d i v e r s i t y i n M H C d e s p i t e r e d u c e d p o p u l a t i o n s i z e . 
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M a r m e s a t E , S c h m i d t K , S a v e l j e v A P , e t a l ( 2 0 1 7 ) R e t e n t i o n o f 
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M e d z h i t o v R ( 2 0 0 7 ) R e c o g n i t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s a n d a c t i v a t i o n o f 

t h e i m m u n e r e s p o n s e . N a t u r e 4 4 9 : 8 1 9 - 2 6 . d o i : 

1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 0 6 2 4 6 
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c h e w i n g l i c e a n d i m m u n e r e s p o n s e o f t h e i r a v i a n h o s t s . O e c o l o g i a 
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M u r p h y K P , J a n e w a y C ( 2 0 0 8 ) J a n e w a y ' s I m m u n o b i o l o g y . G a r l a n d 
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c o m p l e x v a r i a t i o n a n d a g e - s p e c i f i c e n d o p a r a s i t e l o a d i n s u b a d u l t 

E u r o p e a n r a b b i t s . M o l E c o l 1 9 : 4 1 5 5 - 6 7 . d o i : 

1 0 . H H / j . 1 3 6 5 - 2 9 4 X . 2 0 1 0 . 0 4 7 6 6 . x 

O w e n J P , D e l a n y M E , C a r d o n a C J , e t a l ( 2 0 0 9 ) H o s t i n f l a m m a t o r y 

r e s p o n s e g o v e r n s f i t n e s s i n a n a v i a n e c t o p a r a s i t e , t h e n o r t h e r n f o w l 

m i t e (Ornithonyssus sylviarum). I n t J P a r a s i t o l 3 9 : 7 8 9 - 7 9 9 . d o i : 

1 0 . 1 0 1 6 / j . i j p a r a . 2 0 0 8 . 1 2 . 0 0 8 
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6 0 : 6 2 1 - 3 1 
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b i r d - e c t o p a r a s i t e s y s t e m s . T r e n d s P a r a s i t o l 2 6 : 5 3 0 - 5 3 9 . d o i : 

1 0 . 1 0 1 6 / j . p t . 2 0 1 0 . 0 6 . 0 0 5 

P a l m a R , P r i c e R ( 2 0 1 0 ) T h e s p e c i e s o f M y r s i d e a W a t e r s t o n ( I n s e c t a : 

P h t h i r a p t e r a : M e n o p o n i d a e ) f r o m t h e G a l a p a g o s I s l a n d s , w i t h 

d e s c r i p t i o n s o f n e w t a x a . T u h i n g a 2 1 : 1 3 5 - 1 4 6 

P i l o s o f S , F o r t u n a M a , C o s s o n J - F , e t a l ( 2 0 1 4 ) H o s t - p a r a s i t e n e t w o r k 

s t r u c t u r e i s a s s o c i a t e d w i t h c o m m u n i t y - l e v e l i m m u n o g e n e t i c 
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1 0 . 1 0 1 6 / j . i t . 2 0 1 6 . 0 8 . 0 1 0 
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w i t h e c t o p a r a s i t i s m a n d r e p r o d u c t i v e s t a t e i n t h e n e o t r o p i c a l l e s s e r 
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1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 3 7 1 0 1 

S c h n e i d e r D S , A y r e s J S ( 2 0 0 8 ) T w o w a y s t o s u r v i v e i n f e c t i o n : w h a t 

r e s i s t a n c e a n d t o l e r a n c e c a n t e a c h u s a b o u t t r e a t i n g i n f e c t i o u s 

d i s e a s e s . N a t R e v I m m u n o l 8 : 8 8 9 - 8 9 5 . d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / n r i 2 4 3 2 

S c h w e n s o w N , F i e t z J , D a u s m a n n K H , S o m m e r S ( 2 0 0 7 ) N e u t r a l v e r s u s 

a d a p t i v e g e n e t i c v a r i a t i o n i n p a r a s i t e r e s i s t a n c e : i m p o r t a n c e o f 

m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x s u p e r t y p e s i n a f r e e - r a n g i n g 

p r i m a t e . H e r e d i t y ( E d i n b ) 9 9 : 2 6 5 - 7 7 . d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / s j . h d y . 6 8 0 0 9 9 3 

S e i f e r t o v a M , Jarkovský J , Šimková A ( 2 0 1 6 ) D o e s t h e 
p a r a s i t e - m e d i a t e d s e l e c t i o n d r i v e t h e M H C c l a s s I I B d i v e r s i t y i n 
w i l d p o p u l a t i o n s o f E u r o p e a n c h u b (Squalius cephalus)? P a r a s i t o l 
R e s 1 1 5 : 1 4 0 1 - 1 4 1 5 . d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 4 3 6 - 0 1 5 - 4 8 7 4 - 4 

S e p i l I , L a c h i s h S , H i n k s A E , S h e l d o n B C ( 2 0 1 3 ) M h c s u p e r t y p e s 

c o n f e r b o t h q u a l i t a t i v e a n d q u a n t i t a t i v e r e s i s t a n c e t o a v i a n m a l a r i a 

i n f e c t i o n s i n a w i l d b i r d p o p u l a t i o n . P r o c R S o c B B i o l S c i 

2 8 0 : 2 0 1 3 0 1 3 4 . d o i : 1 0 . 1 0 9 8 / r s p b . 2 0 1 3 . 0 1 3 4 
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1 0 : 4 7 8 - 4 8 2 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / S 0 9 5 2 - 7 9 1 5 ( 9 8 ) 8 0 1 2 4 - 6 

S l a d e J W G , W a t s o n M J , K e l l y T R , e t a l ( 2 0 1 6 ) C h e m i c a l c o m p o s i t i o n 

o f p r e e n w a x r e f l e c t s m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x s i m i l a r i t y i n 

s o n g b i r d s . P r o c R S o c B B i o l S c i 2 8 3 : 2 0 1 6 1 9 6 6 . d o i : 
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S t e f k a J , H o e c k P E A , K e l l e r L F , S m i t h V S ( 2 0 1 1 ) A h i t c h h i k e r s g u i d e 

t o t h e G a l a p a g o s : c o p h y l o g e o g r a p h y o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s 

a n d t h e i r p a r a s i t e s . B M C E v o l B i o l 1 1 : 2 8 4 . d o i : 

1 0 . 1 1 8 6 / 1 4 7 1 - 2 1 4 8 - 1 1 - 2 8 4 

T o m p k i n s D M , M i t c h e l l R a , B r y a n t D M ( 2 0 0 6 ) H y b r i d i z a t i o n i n c r e a s e s 
m e a s u r e s o f i n n a t e a n d c e l l - m e d i a t e d i m m u n i t y i n a n e n d a n g e r e d 
b i r d s p e c i e s . J A n i m E c o l 7 5 : 5 5 9 - 6 4 . d o i : 
1 0 . H H / j . 1 3 6 5 - 2 6 5 6 . 2 0 0 6 . 0 1 0 7 6 . x 

T r a c h t e n b e r g E , K o r b e r B , S o l l a r s C , e t a l ( 2 0 0 3 ) A d v a n t a g e o f r a r e 
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Abstract 

T h e i n t e r a c t i o n s o f e v o l u t i o n a r y f o r c e s a r e d i f f i c u l t t o a n a l y s e i n 

f r e e - l i v i n g p o p u l a t i o n s . H o w e v e r , w h e n p r o p e r l y u n d e r s t o o d , t h e y 

p r o v i d e v a l u a b l e i n s i g h t s f o r e v o l u t i o n a r y b i o l o g y a n d c o n s e r v a t i o n 

g e n e t i c s . T h i s i s p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t f o r t h e i n t e r p l a y o f g e n e t i c d r i f t 

a n d n a t u r a l s e l e c t i o n i n i m m u n e g e n e s t h a t c o n f e r r e s i s t a n c e t o d i s e a s e . 

T h e G a l a p a g o s I s l a n d s a r e i n h a b i t e d b y f o u r c l o s e l y r e l a t e d s p e c i e s o f 

m o c k i n g b i r d s (Mimus s p p . ) . W e u s e d 1 2 d i f f e r e n t - s i z e d p o p u l a t i o n s o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s a n d o n e p o p u l a t i o n o f t h e i r c o n t i n e n t a l r e l a t i v e 

n o r t h e r n m o c k i n g b i r d (Mimus polyglottos) t o s t u d y t h e e f f e c t s o f g e n e t i c 

d r i f t o n t h e m o l e c u l a r e v o l u t i o n o f i m m u n e g e n e s , t h e T o l l - l i k e r e c e p t o r s 

( T L R s : T L R 1 B , T L R 4 , T L R 1 5 ) . W e f o u n d t h a t n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y 

w a s p o s i t i v e l y c o r r e l a t e d w i t h i s l a n d s i z e , i n d i c a t i n g a n i m p o r t a n t e f f e c t 

o f g e n e t i c d r i f t . H o w e v e r , f o r T L R 1 B a n d T L R 4 , t h e r e w a s l i t t l e 

c o r r e l a t i o n b e t w e e n f u n c t i o n a l ( e . g . p r o t e i n ) d i v e r s i t y a n d i s l a n d s i z e , a n d 

p r o t e i n s t r u c t u r a l p r o p e r t i e s w e r e l a r g e l y c o n s e r v e d , i n d i c a t i n g o n l y a 

l i m i t e d e f f e c t o f g e n e t i c d r i f t o n m o l e c u l a r p h e n o t y p e . I n c o n t r a s t , T L R 1 5 

w a s l e s s c o n s e r v e d a n d e v e n i t s p u t a t i v e f u n c t i o n a l p o l y m o r p h i s m 

c o r r e l a t e d w i t h i s l a n d s i z e . T h e p a t t e r n s o b s e r v e d f o r t h e t h r e e g e n e s 

s u g g e s t t h a t g e n e t i c d r i f t d o e s n o t n e c e s s a r i l y d o m i n a t e s e l e c t i o n e v e n i n 

r e l a t i v e l y s m a l l p o p u l a t i o n s , b u t t h a t t h e f i n a l o u t c o m e d e p e n d s o n t h e 

d e g r e e o f s e l e c t i o n c o n s t r a i n t t h a t i s s p e c i f i c f o r e a c h T L R l o c u s . 

Keywords 

C o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , P u r i f y i n g s e l e c t i o n , I s l a n d b i r d s , I n n a t e i m m u n i t y , 

M o l e c u l a r p h e n o t y p e . 
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Introduction 

G e n e t i c d i v e r s i t y i s a c r u c i a l f a c t o r f o r t h e s u r v i v a l a n d a d a p t a t i o n o f 

n a t u r a l p o p u l a t i o n s t o a c h a n g i n g e n v i r o n m e n t . B o t h t h e o r e t i c a l a n d 

e m p i r i c a l e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t a r e d u c t i o n i n p o p u l a t i o n s i z e i n c r e a s e s 

t h e r a t e o f g e n e t i c d r i f t , w h i c h i n t u r n l e a d s t o a l o s s o f g e n e t i c d i v e r s i t y 

( K i m u r a 1 9 8 3 ; C h a r l e s w o r t h 2 0 0 9 ) . S m a l l p o p u l a t i o n s i z e a l s o i m p a i r s 

t h e e f f i c i e n c y o f s e l e c t i o n a n d l e a d s t o a h i g h e r r a t e o f f i x a t i o n o f 

d e l e t e r i o u s a l l e l e s ( O h t a 1 9 9 2 ; G a l t i e r 2 0 1 6 ) . S m a l l p o p u l a t i o n s a r e a l s o 

p r o n e t o i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n ( F r a n k h a m 2 0 0 5 ) . O v e r a l l , a r e d u c t i o n i n 

p o p u l a t i o n s i z e c a n r e d u c e t h e f i t n e s s o f a p o p u l a t i o n a n d w o r s e n i t s 

c h a n c e s o f s u r v i v a l ( S p i e l m a n e t a l . 2 0 0 4 ; W i l l i e t a l . 2 0 0 6 ) . T h e e f f e c t o f 

p o p u l a t i o n s i z e i s p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t f o r g e n e s i n v o l v e d i n p a t h o g e n 

r e c o g n i t i o n a n d d e t e r m i n i n g t h e h o s t ' s a b i l i t y t o r e s p o n d a p p r o p r i a t e l y t o 

i n f e c t i o n ( D e C a n d i a e t a l . 2 0 1 8 ) . S e v e r a l a u t h o r s h a v e r e p o r t e d t h a t t h e s e 

l o c i a r e s h a p e d i n s m a l l p o p u l a t i o n s m a i n l y b y g e n e t i c d r i f t , r e g a r d l e s s o f 

t h e i r f u n c t i o n a l i m p o r t a n c e ( M i l l e r & L a m b e r t 2 0 0 4 ; G r u e b e r e t a l . 

2 0 1 3 ) . 

O u r s t u d y f o c u s e s o n s i n g l e l o c u s g e n e s e n c o d i n g T o l l - l i k e r e c e p t o r s 

( T L R s ) , m o l e c u l e s r e s p o n s i b l e f o r d i r e c t r e c o g n i t i o n o f p a t h o g e n l i g a n d s . 

T h e s e f i r s t l i n e o f d e f e n c e m o l e c u l e s t r i g g e r b o t h i n n a t e a n d a d a p t i v e 

i m m u n e m e c h a n i s m s ( I w a s a k i & M e d z h i t o v 2 0 1 0 ) , a n d t h e i r v a r i a t i o n i s 

a s s o c i a t e d w i t h v a r i a b l e r e s i s t a n c e t o v a r i o u s i n f e c t i o u s d i s e a s e s i n 

h u m a n s ( F e r w e r d a e t a l . 2 0 0 7 ; A z a d e t a l . 2 0 1 2 ; L i e t a l . 2 0 1 6 ) a n d b i r d s 

( L e v e q u e e t a l . 2 0 0 3 ) . T L R s a r e a n e v o l u t i o n a r i l y c o n s e r v e d f a m i l y o f 

t r a n s m e m b r a n e g l y c o p r o t e i n s c h a r a c t e r i s e d b y t h e i r h o r s e s h o e - s h a p e d 

e x o d o m a i n s t r u c t u r e s ( W a n g e t a l . 2 0 1 6 ) . E a c h m e m b e r o f t h e T L R 

f a m i l y r e c o g n i s e s a s p e c i f i c g r o u p o f l i g a n d s ( K u m a r e t a l . 2 0 1 1 ) . F o r 

e x a m p l e , T L R 4 r e c o g n i s e s l i p o p o l y s a c c h a r i d e ( L P S ) ( N a g a i e t a l . 2 0 0 2 ) 

a n d T L R 1 r e c o g n i s e s l i p o p e p t i d e s ( J i n e t a l . 2 0 0 7 ) , w h i l e T L R 1 5 i s 

t h o u g h t t o b e a c t i v a t e d b y b a c t e r i a l a n d f u n g a l p r o t e a s e s ( d e Z o e t e e t a l . 
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2 0 1 1 ) . N o n - c o v a l e n t b i n d i n g o f t h e l i g a n d s i n t h e l i g a n d b i n d i n g r e g i o n 

( L B R ) l e a d s t o d i m e r i s a t i o n o f t h e r e c e p t o r , w h i c h a c t i v a t e s d o w n s t r e a m 

s i g n a l l i n g p a t h w a y s ( K u m a r e t a l . 2 0 1 1 ) . 

T h e p r e d o m i n a n t t y p e o f n a t u r a l s e l e c t i o n g o v e r n i n g t h e o v e r a l l 

m o l e c u l a r e v o l u t i o n o f T L R s i s p u r i f y i n g ( i . e . s t a b i l i s i n g ) s e l e c t i o n . T h i s 

p r o c e s s l e a v e s a d i s t i n c t p a t t e r n i n t h e n o n - s y n o n y m o u s t o s y n o n y m o u s 

s u b s t i t u t i o n s ( d N / d S ) t h a t i s l o w e r t h a n o n e a c r o s s t h e v e r t e b r a t e 

p h y l o g e n y ( e . g . T L R 4 ~ 0 . 4 2 5 ; T L R 1 B ~ 0 . 4 2 0 ; T L R 1 5 ~ 0 . 3 2 5 ) ( W a n g 

e t a l . 2 0 1 6 ) . T h e p r e v a l e n c e o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n i n T L R s i s s u p p o r t e d 

b y s e v e r a l s t u d i e s f o c u s i n g o n t h e a n a l y s i s o f T L R p o l y m o r p h i s m a t t h e 

p o p u l a t i o n l e v e l o r i n c l o s e l y r e l a t e d t a x a ( M u k h e r j e e e t a l . 2 0 0 9 ; 

D a r f o u r - O d u r o e t a l . 2 0 1 5 ; V i n k l e r e t a l . 2 0 1 5 ; R a v e n e t a l . 2 0 1 7 ; 

N e l s o n - F l o w e r e t a l . 2 0 1 8 ; L e v y e t a l . 2 0 2 0 ) . E v i d e n c e o f l o c u s - s p e c i f i c 

p o s i t i v e ( i . e . d i r e c t i o n a l ) s e l e c t i o n h a s b e e n f o u n d i n s e v e r a l t a x a ( e . g . 

A l c a i d e & E d w a r d s 2 0 1 1 ; T s c h i r r e n e t a l . 2 0 1 2 ; Quéméré e t a l . 2 0 1 5 ; 

Králová e t a l . 2 0 1 8 ) , a n d t h e e f f e c t o f b a l a n c i n g s e l e c t i o n h a s a l s o b e e n 

d e m o n s t r a t e d ( K l o c h e t a l . 2 0 1 8 ; Quéméré e t a l . 2 0 2 1 ; M i n i a s & V i n k l e r 

2 0 2 2 ) . T h e a s s o c i a t i o n b e t w e e n s i n g l e T L R a l l e l e s a n d r e s i s t a n c e t o 

p a t h o g e n s i n n a t u r a l p o p u l a t i o n s i s f u r t h e r e v i d e n c e o f t h e a d a p t i v e 

i m p o r t a n c e o f T L R v a r i a t i o n ( G a v a n e t a l . 2 0 1 5 ; T s c h i r r e n 2 0 1 5 ; B a t e s o n 

e t a l . 2 0 1 6 ) . 

S e v e r a l a u t h o r s h a v e s h o w n t h a t a r e d u c t i o n i n p o p u l a t i o n s i z e a f f e c t s 

v a r i o u s a s p e c t s o f T L R m o l e c u l a r e v o l u t i o n t h r o u g h i n c r e a s e d 

s t o c h a s t i c i t y i n s a m p l i n g v a r i a n c e . F o r e x a m p l e , G r u e b e r e t a l . ( 2 0 1 3 ) 

r e p o r t e d t h a t i n a s m a l l p o p u l a t i o n o f S t e w a r t I s l a n d r o b i n s (Petroica 

australis rakiura, F l e m i n g ) , d r i f t o u t w e i g h e d p o s i t i v e s e l e c t i o n i n T L R 4 

b e c a u s e a n a d v a n t a g e o u s a l l e l e d i d n o t i n c r e a s e i n f r e q u e n c y d e s p i t e i t s 

p o s i t i v e e f f e c t o n s u r v i v a l . F u r t h e r m o r e , G o n z a l e s - Q u e v e d o e t a l . ( 2 0 1 5 ) 

o b s e r v e d t h a t d r i f t d o m i n a t e d t h e p r o c e s s o f T L R g e n e t i c d i f f e r e n t i a t i o n 

b e t w e e n i s l a n d p o p u l a t i o n s o f B e r t h e l o t ' s p i p i t (Anthus berthelotii, B o l l e ) . 

F i n a l l y , H a r t m a n n e t a l . ( 2 0 1 4 ) s h o w e d t h a t t h e i n t e r a c t i o n o f d r i f t a n d 
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p u r i f y i n g s e l e c t i o n d e p l e t e d T L R d i v e r s i t y i n a p o p u l a t i o n o f P a l e - h e a d e d 

B r u s h - F i n c h (Atlapetes pallidiceps, S h a r p e ) s e v e r e l y a f f e c t e d b y 

b o t t l e n e c k . I n t e r e s t i n g l y , B r u s h - F i n c h ' s T L R d i v e r s i t y w a s n e g a t i v e l y 

c o r r e l a t e d w i t h s u r v i v a l , s u g g e s t i n g t h a t s o m e d e l e t e r i o u s a l l e l e s w e r e 

s e g r e g a t i n g i n t h e p o p u l a t i o n . A l t h o u g h t h e s e s t u d i e s i n d i c a t e t h a t t h e 

i n t e r a c t i o n o f d r i f t a n d s e l e c t i o n i s i m p o r t a n t a n d t h a t d r i f t i s o f t e n 

p r e v a l e n t , i t r e m a i n s u n c l e a r h o w p o p u l a t i o n s i z e a f f e c t s t h e m a i n t e n a n c e 

o f a d a p t i v e v a r i a b i l i t y o v e r l o n g e r e v o l u t i o n a r y t i m e s c a l e s . H e r e w e 

a t t e m p t t o f i l l t h i s g a p b y a n a l y s i n g T L R L B R d i v e r s i t y i n a r a n g e o f 

p o p u l a t i o n s o f d i f f e r e n t s i z e s . 

O u r s t u d y s y s t e m c o n s i s t e d o f 1 2 m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s f r o m t h e 

G a l a p a g o s I s l a n d s ( h e r e a f t e r a l l m o c k i n g b i r d s p e c i e s o n G a l a p a g o s a r e 

c o l l e c t i v e l y a b b r e v i a t e d a s G M ) . G M d e s c e n d e d f r o m a s i n g l e 

c o l o n i s a t i o n e v e n t t h a t o c c u r r e d b e t w e e n 1 . 6 a n d 5 . 5 m i l l i o n y e a r s a g o , 

b a s e d o n m i t o c h o n d r i a l D N A ( A r b o g a s t e t a l . 2 0 0 6 ) . C u r r e n t l y , f o u r 

a l l o p a t r i c s p e c i e s h a v e b e e n d e s c r i b e d : t h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d (Mimus 

trifasciatus, G o u l d ) , t h e H o o d m o c k i n g b i r d ( M . macdonaldi, R i d g w a y ) , 

t h e S a n C r i s t o b a l m o c k i n g b i r d ( M . melanotis, G o u l d ) a n d t h e G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d ( M . parvulus, G o u l d ) ( F i g u r e 1 ) . T h e G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d o c c u r s o n s e v e r a l i s l a n d s i n t h e c e n t r a l a n d n o r t h w e s t e r n 

p a r t o f t h e a r c h i p e l a g o , w h i l e t h e o t h e r s p e c i e s i n h a b i t o n l y o n e i s l a n d o r 

a f e w s m a l l e r i s l e t s . I m p o r t a n t l y , t h e r e i s o n l y o n e a l l o p a t r i c p o p u l a t i o n 

o n e a c h i s l a n d . R e g a r d l e s s o f t h e i r t a x o n o m i c s p e c i e s s t a t u s , 

m i c r o s a t e l l i t e d a t a i n d i c a t e t h a t e a c h p o p u l a t i o n f o r m s a d i s t i n c t 

e v o l u t i o n a r y u n i t w i t h i n t h e G M m o n o p h y l e t i c l i n e a g e ( H o e c k e t a l . 

2 0 1 0 ) . M i g r a t i o n b e t w e e n m a j o r p o p u l a t i o n s i s l i m i t e d a n d e f f e c t i v e 

p o p u l a t i o n s i z e i s g e n e r a l l y d e t e r m i n e d b y i s l a n d s i z e ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) . 

T h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d i s a n e n d a n g e r e d s p e c i e s t h a t s u r v i v e s i n t w o 

v e r y s m a l l p o p u l a t i o n s , w i t h p o p u l a t i o n s i z e s o n t h e s m a l l i s l e t o f 

C h a m p i o n ( 0 . 0 9 5 k m 2 ) r a n g i n g f r o m 2 0 t o 5 0 i n d i v i d u a l s a n d t h o s e o n 

G a r d n e r - b y - F l o r e a n a I s l a n d ( 0 . 8 1 k m 2 ) r a n g i n g f r o m 6 0 t o 1 8 0 

i n d i v i d u a l s ( J i m e n e z - U z c a t e g u i e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d 
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p o p u l a t i o n o n t h e 4 5 8 8 . 1 2 k m 2 i s l a n d o f I s a b e l a i s o n t h e o t h e r s i d e o f 

t h e s i z e s p e c t r u m , w i t h a n e s t i m a t e d e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) o f 

s e v e r a l t h o u s a n d ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) . T h e o t h e r 9 p o p u l a t i o n s b r i d g e 

t h e s e e x t r e m e s , f o r m i n g a g r a d u a l N e s e q u e n c e r a n g i n g f r o m a f e w t e n s 

t o a f e w t h o u s a n d s ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) ( S I , T a b l e S 1 2 ) . T h e G M 

p o p u l a t i o n s w e r e s u p p l e m e n t e d b y a p o p u l a t i o n o f N o r t h e r n m o c k i n g b i r d 

(Mimus polyglottos, L i n n a e u s ; h e r e a f t e r a b b r e v i a t e d a s N M ) , a 

w i d e s p r e a d m a i n l a n d r e l a t i v e o f G M ( L o v e t t e e t a l . 2 0 1 2 ) t h a t d i v e r g e d 

f r o m G M a n c e s t o r s a b o u t 5 . 7 m i l l i o n y e a r s a g o . T h e C a l i f o r n i a n N M 

p o p u l a t i o n s e l e c t e d f o r o u r r e s e a r c h i s t h e l a r g e s t p o p u l a t i o n i n t h e s t u d y 

s y s t e m (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) . 

B a s e d o n t h i s s y s t e m , w e t e s t t h e e x t e n t t o w h i c h p o p u l a t i o n s i z e 

i n f l u e n c e s m o l e c u l a r e v o l u t i o n i n T L R s b y c o m p a r i n g t h e r e l a t i o n s h i p s 

b e t w e e n i s l a n d s i z e a n d d i f f e r e n t i n d i c e s o f g e n e t i c d i v e r s i t y . W e 

h y p o t h e s i s e t h a t " n e u t r a l " ( s y n o n y m o u s ) T L R d i v e r s i t y v a r i a n c e c a n b e 

a t t r i b u t e d t o p o p u l a t i o n s i z e a n d l a r g e l y e x p l a i n e d b y t h e e f f e c t o f d r i f t , 

s i m i l a r t o m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) . O n t h e o t h e r h a n d , 

t h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n " n o n - n e u t r a l " ( e . g . n o n - s y n o n y m o u s , p r o t e i n ) 

d i v e r s i t y a n d p o p u l a t i o n s i z e s h o u l d b e w e a k e r w h e n n a t u r a l s e l e c t i o n 

d o m i n a t e s . T o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e e f f e c t o f i s l a n d s i z e o n p h e n o t y p i c 

d i v e r s i t y , w e e x a m i n e t h e d i s t r i b u t i o n o f p r o t e i n v a r i a n t s a n d t h e i r 

p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s ( t e r t i a r y s t r u c t u r e , s u r f a c e c h a r g e ) t h r o u g h o u t 

t h e s t u d y s y s t e m . W e a l s o c o m p a r e G M w i t h a l a r g e r c o n t i n e n t a l 

p o p u l a t i o n o f N M a n d t e s t w h e t h e r s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s h a v e c h a n g e d i n 

t h e s e g r o u p s . 
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Methods 
T h e D N A s a m p l e s u s e d i n t h i s s t u d y w e r e a d o p t e d f r o m H o e c k e t a l . 

( 2 0 1 0 ) a n d Vlček e t a l . ( 2 0 1 6 ) . F o r d e t a i l s o n s a m p l i n g a n d D N A 

e x t r a c t i o n , s e e A p p e n d i x S I , S N 1 . 1 . T o e s t a b l i s h a b a s e l i n e f o r o u r s t u d y , 

w e f i r s t e x a m i n e d T L R 1 A , T L R 1 B , T L R 2 A , T L R 2 B , T L R 3 , T L R 4 , 

T L R 5 , T L R 7 , T L R 1 5 a n d T L R 2 1 d i v e r s i t y i n a l l f i v e s p e c i e s o f o u r s t u d y 

s y s t e m . T h i s w a s d o n e u s i n g S a n g e r a m p l i c o n s e q u e n c i n g , w h i c h a l l o w e d 

u s t o c o m p a r e p a t t e r n s o f n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m d i s t r i b u t i o n b e t w e e n 

l o c i ( d e t a i l s i n A p p e n d i x S I , C h a p t e r S N 1 . 2 ) . W e s e l e c t e d T L R 1 B , T L R 4 

a n d T L R 1 5 f o r p o p u l a t i o n - w i d e a n a l y s i s u s i n g h i g h - t h r o u g h p u t 

s e q u e n c i n g a f t e r a n i n i t i a l S a n g e r - b a s e d s c r e e n d e m o n s t r a t e d r e l i a b i l i t y o f 

a m p l i f i c a t i o n a t t h e s e l o c i i n a l l p o p u l a t i o n s a n d d e t e c t a b l e l e v e l s o f 

p o l y m o r p h i s m t h a t a l l o w e d c o m p a r i s o n s b e t w e e n p o p u l a t i o n s ( d e t a i l s i n 

S I , T a b l e S 3 ) . 

A m p l i c o n s e q u e n c i n g w a s u s e d t o s e q u e n c e t h e T L R 1 B , T L R 4 a n d 

T L R 1 5 l o c i a t 2 3 5 m o c k i n g b i r d s u s i n g I l l u m i n a M i S e q i n p a i r - e n d m o d e . 

W e u s e d a d u a l - b a r c o d e d t w o - s t e p P C R t o p r e p a r e t h e a m p l i c o n l i b r a r y . 

I n t h e f i r s t P C R , w e a m p l i f i e d T L R s w i t h s p e c i f i c p r i m e r s d e s i g n e d b a s e d 

o n p r e l i m i n a r y s e q u e n c i n g d a t a f o r t h e L B R s i n T L R 1 B ( J i n e t a l . 2 0 0 7 ) 

a n d T L R 4 ( P a r k e t a l . 2 0 0 9 ) a n d t h e v i c i n i t y o f t h e p u t a t i v e c l e a v a g e s i t e 

i n T L R 1 5 ( d e Z o e t e e t a l . 2 0 1 1 ; W a n g e t a l . 2 0 1 6 ) i n a n a n a l o g o u s 

a p p r o a c h t o Králová e t a l . ( 2 0 1 8 ) . S i n c e t h e l e n g t h l i m i t a t i o n o f M i S e q 

s e q u e n c i n g d i d n o t a l l o w u s t o s e q u e n c e t h e e n t i r e t a r g e t r e g i o n o f T L R 4 

a n d T L R 1 5 i n o n e a m p l i c o n , w e d e s i g n e d t h r e e p r i m e r p a i r s t h a t 

p r o d u c e d s h o r t e r o v e r l a p p i n g a m p l i c o n s ( S I , T a b l e S 1 - S 2 ) . S i n c e t h e 

L B R i n T L R 1 B s p a n s o n l y a s h o r t r e g i o n , w e u s e d o n l y o n e a m p l i c o n . I n 

t h e s e c o n d P C R , w e u s e d p r i m e r s t h a t c o m p l e m e n t e d t h e a m p l i c o n w i t h 

s a m p l e - s p e c i f i c b a r c o d e s . S e q u e n c i n g w a s p e r f o r m e d a t t h e E u r o p e a n 

M o l e c u l a r B i o l o g y L a b o r a t o r y ( E M B L ) i n H e i d e l b e r g , G e r m a n y . 
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D e t a i l e d i n f o r m a t i o n o n l i b r a r y p r e p a r a t i o n a n d s e q u e n c i n g c a n b e f o u n d 

a t S I , c h a p t e r S N 1 . 3 . 

T o r e s o l v e t h e T L R L B R h a p l o t y p e s a n d a n a l y s e t h e i r g e n e t i c a n d 

p h e n o t y p i c d i v e r s i t y , w e p r o c e s s e d t h e s e q u e n c e d a t a u s i n g t h e f o l l o w i n g 

p r o c e d u r e s . F i r s t , w e r e m o v e d a l l l o w - q u a l i t y s e q u e n c e s w i t h 

T r i m m o m a t i c ( B o l g e r e t a l . 2 0 1 4 ) a n d a m p l i c o n s w i t h c o v e r a g e l e s s t h a n 

s i x . T h e r e a d p a i r s w e r e t h e n a s s e m b l e d u s i n g P E A R 

( h t t p : / / w w w . e x e l i x i s - l a b . o r g / p e a r ) . W e t h e n u s e d t h e f r e q u e n c i e s o f 

u n i q u e n u c l e o t i d e s e q u e n c e s ( v a r i a n t s ) p e r a m p l i c o n t o d i s t i n g u i s h 

b e t w e e n s e q u e n c i n g e r r o r s a n d t r u e a l l e l e s a n d g e n o t y p e s . I f t h e r a t i o o f 

t h e s e c o n d m o s t f r e q u e n t t o t h e f i r s t m o s t f r e q u e n t v a r i a n t w a s g r e a t e r 

t h a n V 3 , w e c o n s i d e r e d t h e a m p l i c o n t o b e h e t e r o z y g o u s a n d i n c l u d e d 

b o t h v a r i a n t s . I f , o n t h e o t h e r h a n d , t h e r a t i o w a s s m a l l e r t h a n V 3 , w e 

c o n s i d e r e d t h e a m p l i c o n t o b e h o m o z y g o u s a n d u s e d o n l y t h e m o s t 

c o m m o n v a r i a n t i n t h e n e x t s t e p s ( s e e d e t a i l s a n d r a t i o n a l e i n S I , c h a p t e r 

S N 1 . 3 , F i g u r e S I a n d T a b l e S 4 ) . H o m o z y g o u s g e n o t y p e s w e r e 

a u t o m a t i c a l l y a s s e m b l e d u s i n g a n i n - h o u s e P y t h o n s c r i p t , w h i l e 

h e t e r o z y g o u s g e n o t y p e s w e r e m a n u a l l y a s s e m b l e d . U n r e s o l v e d 

h a p l o t y p e s r e s u l t i n g f r o m a m p l i f i c a t i o n o f t h e t h r e e p a r t i a l l y o v e r l a p p i n g 

a m p l i c o n s i n T L R 4 a n d T L R 1 5 w e r e i n f e r r e d b y t h e p r o g r a m m e P H A S E 

u s i n g 1 0 0 0 i t e r a t i o n s , a t h i n n i n g i n t e r v a l o f 1 0 a n d a b u r n - i n o f 1 0 0 0 

( S t e p h e n s e t a l . 2 0 0 1 ) . I n t h e c a s e o f T L R 1 B L B R , i t w a s n o t n e c e s s a r y t o 

p h a s e h a p l o t y p e s . A n a l y s i s o f s e q u e n c i n g a n d p h a s i n g a c c u r a c y w a s 

p e r f o r m e d b y c o m p a r i n g 2 0 r e p l i c a t e s i n c l u d e d i n t h e a m p l i c o n 

s e q u e n c i n g . T h e e r r o r r a t e o f 0 . 0 5 6 c o n f i r m s t h e r e l i a b i l i t y o f t h e 

a p p r o a c h . T h e o r t h o l o g y o f t h e s e q u e n c e d l o c i w a s c o n f i r m e d b y B L A S T . 

B a s i c d i v e r s i t y i n d i c e s ( n u c l e o t i d e , h a p l o t y p e , s y n o n y m o u s a n d 

n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y ) a n d d e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s ( T a j i m a ' s D & 

H a r d y - W e i n b e r g e q u i l i b r i u m t e s t s ) w e r e c a l c u l a t e d b a s e d o n t h e f i n a l 

d a t a s e t p e r p o p u l a t i o n , p e r G M a n d o v e r t h e e n t i r e s a m p l e s e t ( i n c l u d i n g 

N M ) u s i n g D e n d r o p y ( S u k u m a r a n & H o l d e r 2 0 1 0 ) , t h e S N A P 

p r o g r a m m e ( h t t p s : / / w w w . h i v . l a n l . g o v / c o n t e n t / s e q u e n c e / S N A P ) a n d 
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G e n e p o p ( h t t p : / / g e n e p o p . c u r t i n . e d u . a u / , R o u s s e t 1 9 9 5 ) . T h e f u l l 

b i o i n f o r m a t i c s p i p e l i n e i s a v a i l a b l e o n G i t h u b (Vlček 2 0 2 2 ) ( f o r m o r e 

d e t a i l s s e e S I , c h a p t e r S N 1 . 4 a n d s u p p o r t i n g d a t a i n Vlček e t a l . ( 2 0 2 0 ) . 

W e u s e d l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l s t h a t f i t t e d p o p u l a t i o n d i v e r s i t y i n d i c e s 

t o i s l a n d s i z e t o a s s e s s w h e t h e r p o p u l a t i o n s i z e a f f e c t s t h e g e n e t i c a n d 

p h e n o t y p i c d i v e r s i t y o f T L R L B R i n G M ( S n e l l e t a l . 1 9 9 6 ) . S p e c i e s 

i d e n t i t y w a s n o t c o n s i d e r e d i n t h e r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r s e v e r a l r e a s o n s . 

R e g a r d l e s s o f t h e t a x o n o m i e i d e n t i t y o f t h e s p e c i e s , w h i c h i s b a s e d o n a n 

a r b i t r a r y c l a s s i f i c a t i o n o f d i v e r g e n c e a n d m o r p h o l o g y , a l l i n s u l a r 

p o p u l a t i o n s i n f a c t r e p r e s e n t g e n u i n e e v o l u t i o n a r y u n i t s t h a t d e s c e n d f r o m 

a r e c e n t c o m m o n a n c e s t o r a n d t h e r e f o r e s h a r e m o s t o f t h e i r l i f e - h i s t o r y 

t r a i t s . P r e v i o u s r e s e a r c h ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) h a s s h o w n t h a t G M o n 

i n d i v i d u a l i s l a n d s f o r m g e n e t i c a l l y d i s t i n c t e v o l u t i o n a r y u n i t s w h o s e N e s 

a r e d e t e r m i n e d b y i s l a n d s i z e , i n d e p e n d e n t o f s p e c i e s i d e n t i t y . T o e x c l u d e 

t h e p o t e n t i a l e f f e c t o f s p e c i e s i d e n t i t y , w e r e p e a t e d t h e a n a l y s i s w i t h a 

s u b s e t b e l o n g i n g t o t h e s i n g l e m o s t w i d e s p r e a d s p e c i e s G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d ( M . parvulus). 

A s a n e x p l a n a t o r y v a r i a b l e , i s l a n d s i z e w a s n o r m a l i s e d w i t h a n a t u r a l 

l o g a r i t h m . N u c l e o t i d e d i v e r s i t y , h a p l o t y p e d i v e r s i t y , n u c l e o t i d e d i v e r s i t y 

b a s e d o n s y n o n y m o u s a n d n o n - s y n o n y m o u s s i t e s a n d n u m b e r o f 

n u c l e o t i d e h a p l o t y p e s a n d p r o t e i n v a r i a n t s w e r e u s e d a s r e s p o n s e 

v a r i a b l e s i n t h e s u b s e q u e n t i n d e p e n d e n t m o d e l s . B e c a u s e t h e s a m p l e s i z e 

p e r p o p u l a t i o n w a s u n b a l a n c e d , w e a l s o c a l c u l a t e d l i n e a r m o d e l s w i t h 

d i v e r s i t y v a l u e s d e r i v e d f r o m a s a m p l e s e t i n w h i c h t h e n u m b e r o f 

i n d i v i d u a l s p e r p o p u l a t i o n w a s r a n d o m l y d o w n s a m p l e d t o m a t c h t h e 

p o p u l a t i o n w i t h t h e f e w e s t i n d i v i d u a l s . L i n e a r m o d e l s w e r e b u i l t i n R 

v . 3 . 5 . 2 ( R C o r e T e a m 2 0 1 6 ) u s i n g t h e l m e 4 p a c k a g e ( B a t e s e t a l . 2 0 1 5 ) 

a n d r e s u l t s p l o t t e d u s i n g t h e g g p l o t p a c k a g e ( W i c k h a m 2 0 0 9 ) . 

T h e d i s t r i b u t i o n o f n u c l e o t i d e a n d p r o t e i n v a r i a n t s w a s a n a l y s e d a c r o s s 

p o p u l a t i o n s . C o m p a r i s o n o f t h e h a p l o t y p e n e t w o r k s b e t w e e n t h e T L R l o c i 
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a l l o w e d u s t o u n d e r s t a n d t h e r e l a t i v e r o l e s o f d i f f e r e n t e v o l u t i o n a r y 

c o n s t r a i n t s o n e a c h T L R l o c u s . W e c r e a t e d a h a p l o t y p e n e t w o r k o f a l l 

n u c l e o t i d e h a p l o t y p e s a s a m i n i m u m s p a n n i n g n e t w o r k i n P o p A r t ( L e i g h 

& B r y a n t 2 0 1 5 ) a n d t h e n h i g h l i g h t e d t h e m o s t c o m m o n p r o t e i n v a r i a n t s . 

T o i n v e s t i g a t e h o w d i v e r g e n c e i n T L R w a s a f f e c t e d b y e v o l u t i o n a r y 

c o n s t r a i n t s c o m p a r e d t o n e u t r a l l o c i , w e t e s t e d t h e e x t e n t t o w h i c h 

p a i r w i s e g e n e t i c Josťs D d i s t a n c e s b e t w e e n p o p u l a t i o n s d e r i v e d f r o m 

T L R L B R c o r r e l a t e d w i t h d i s t a n c e s d e r i v e d f r o m 2 6 m i c r o s a t e l l i t e s 

a d o p t e d f r o m Vlček e t a l . ( 2 0 1 6 ) ( d e t a i l s i n S I , c h a p t e r S N 1 . 5 . ) . 

T o u n d e r s t a n d w h e t h e r t h e o b s e r v e d n o n - s y n o n y m o u s c h a n g e s c o u l d 

s i g n i f i c a n t l y a l t e r t h e p h e n o t y p e o f t h e r e c e p t o r s , w e a n a l y s e d s e v e r a l 

p h y s i c o c h e m i c a l f e a t u r e s o f t h e m o s t c o m m o n p r o t e i n v a r i a n t s . F i r s t , w e 

e x t r a c t e d s e g r e g a t i n g r e s i d u e s a n d c a t e g o r i s e d t h e i r c o n s e r v a t i s m b a s e d 

o n a G r a n t h a m s c a l e ( G r a n t h a m 1 9 7 4 ; R u d d e t a l . 2 0 0 5 ) . S e c o n d , w e 

c h a r a c t e r i s e d p r o t e i n v a r i a n t s b a s e d o n t h e p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f 

t h e i r s e g r e g a t i n g r e s i d u e s a n d u s e d p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s ( P C A ) 

t o e x a m i n e t h e r e l a t i v e d i f f e r e n c e s b e t w e e n p r o t e i n s i n t h e c o m p o s i t e 

p h y s i c o c h e m i c a l s p a c e ( d e t a i l s i n S I C h a p t e r S N 1 . 6 ) . T h i r d , w e 

i n v e s t i g a t e d t h e e f f e c t o f r e s i d u e s u b s t i t u t i o n o n t h e f u n c t i o n a l i t y o f T L R 

b y a n a l y s i n g t h e t e r t i a r y p r o t e i n s t r u c t u r e s . W e m o d e l l e d t h e 

t h r e e - d i m e n s i o n a l s t r u c t u r e o f T L R L B R s u s i n g I - T A S S E R s o f t w a r e 

( Y a n g & Z h a n g 2 0 1 5 ) . W e t h e n s u p e r i m p o s e d t h e s t r u c t u r a l m o d e l s a n d 

c a l c u l a t e d t h e r o o t - m e a n - s q u a r e d e v i a t i o n s o f a t o m i c p o s i t i o n s ( R M S D ) 

a s a m e a s u r e o f s t r u c t u r a l d i f f e r e n c e . W e a l s o c l u s t e r e d t h e p r o t e i n 

v a r i a n t s a c c o r d i n g t o t h e i r s u r f a c e c h a r g e , a n i m p o r t a n t p r o t e i n f e a t u r e 

t h a t a f f e c t s t h e b i n d i n g o f p a t h o g e n - d e r i v e d l i g a n d s ( W a l s h e t a l . 2 0 0 8 , 

V i n k l e r e t a l . 2 0 1 4 ) . T h e s u r f a c e c h a r g e ( e l e c t r o s t a t i c p o t e n t i a l ) o f T L R 

L B R h a p l o t y p e s w a s a n a l y s e d u s i n g t h e p r o g r a m m e P I P S A ( R i c h t e r e t a l . 

2 0 0 8 ) . W e t h e n u s e d t h e R p a c k a g e p v c l u s t ( S u z u k i & S h i m o d a i r a 2 0 0 6 ) 

t o p e r f o r m h i e r a r c h i c a l c l u s t e r i n g o f t h e p r o t e i n s b a s e d o n t h e i r s u r f a c e 

c h a r g e d i s t a n c e a n d e v a l u a t e d t h e u n c e r t a i n t y o f t h e c l u s t e r i n g b y 

b o o t s t r a p r e s a m p l i n g . A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d i n R v e r s i o n 
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3 . 5 . 2 ( R C o r e T e a m 2 0 1 6 ) . F o r m o r e d e t a i l s , s e e A p p e n d i x S I c h a p t e r 

S N 1 . 6 . 

F i n a l l y , w e u s e d s e v e r a l a p p r o a c h e s t o e v a l u a t e t h e r o l e o f n a t u r a l 

s e l e c t i o n i n t h e m o l e c u l a r e v o l u t i o n o f T L R s i n G M c o m p a r e d t o N M . 

F i r s t , w e t e s t e d a s c e n a r i o i n w h i c h c o l o n i s a t i o n o f G a l a p a g o s l e d t o a 

s i g n i f i c a n t a c c u m u l a t i o n o f a d a p t i v e s u b s t i t u t i o n s i n T L R L B R s . W e u s e d 

t h e w e b p a g e p l a t f o r m M K T , t o p e r f o r m a M c D o n a l d - K r e i t m a n t e s t ( E g e a 

e t a l . 2 0 0 8 ) t o a n a l y s e w h e t h e r t h e r e w a s a n e x c e s s o f n o n - s y n o n y m o u s 

s u b s t i t u t i o n s b e t w e e n G M a n d N M c o m p a r e d t o p o l y m o r p h i s m w i t h i n 

G M . F o r t h i s t e s t , w e u s e d t h e c o m m o n s t a r l i n g ( S t u r n u s v u l g a r i s , 

L i n n a e u s ) a s a m o r e d i v e r g e n t o u t g r o u p . S e c o n d l y , w e t e s t e d a n 

a l t e r n a t i v e s c e n a r i o i n w h i c h t h e s e l e c t i o n p r e s s u r e w a s r e l a x e d a f t e r 

c o l o n i s a t i o n . F o r t h i s , w e u s e d t h e p r o g r a m m e R E L A X ( W e r t h e i m e t a l . 

2 0 1 5 ) , w h i c h c o m p a r e s e v o l u t i o n a r y r a t e s i n a g e n e b e t w e e n t e s t a n d 

r e f e r e n c e l i n e a g e s ( a l l e l e s ) b y t e s t i n g w h e t h e r s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s a r e 

s t r e n g t h e n e d o r r e l a x e d i n t h e t e s t l i n e a g e s c o m p a r e d t o t h e r e f e r e n c e 

b r a n c h e s . W e a s s i g n e d b r a n c h e s l e a d i n g e x c l u s i v e l y t o G M a l l e l e s a s t e s t 

l i n e a g e s a n d b r a n c h e s l e a d i n g t o N M a s r e f e r e n c e l i n e a g e s , t e s t i n g t h e 

c h a n g e i n s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s i n G M r e l a t i v e t o N M . T h i r d , w e u s e d t h e 

c o d o n - b a s e d m e t h o d s F U B A R ( M u r r e l e t a l . 2 0 1 3 ) a n d F E L ( K o s a k o v s k y 

P o n d & F r o s t 2 0 0 5 ) t o a s s e s s w h e t h e r p a r t i c u l a r s i t e s w e r e s i g n i f i c a n t l y 

a f f e c t e d b y a s e l e c t i o n c o n s t r a i n t . A s i t e w a s o n l y c o n s i d e r e d u n d e r 

s e l e c t i o n i f i t w a s d e t e c t e d b y b o t h m e t h o d s . F o r m o r e d e t a i l s o n t h e 

s e l e c t i o n t e s t s , s e e A p p e n d i x S I , C h a p t e r S N 1 . 7 . 
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Results 

W e g e n o t y p e d t h e L B R s o f t h r e e T L R s i n 2 2 9 i n d i v i d u a l s f r o m G M a n d 

t h e i r c o n t i n e n t a l r e l a t i v e N M t o r e v e a l p a t t e r n s o f f u n c t i o n a l 

i m m u n o g e n e t i c d i v e r s i t y i n s m a l l i n s u l a r p o p u l a t i o n s . T h e n u m b e r o f 

i n d i v i d u a l s s e q u e n c e d p e r p o p u l a t i o n v a r i e d b e t w e e n 1 0 a n d 2 5 ( S I , 

T a b l e S 5 ) . T h e i n d i v i d u a l T L R L B R l o c i d i f f e r e d c o n s i d e r a b l y i n t h e i r 

d i v e r s i t y l e v e l s , w i t h T L R I B h a v i n g t h e l o w e s t v a l u e s , T L R 4 b e i n g i n t h e 

m i d d l e r a n g e a n d T L R 1 5 h a v i n g t h e h i g h e s t v a l u e s a c r o s s a l l e s t i m a t e d 

p a r a m e t e r s ( T a b l e 1 ) . A l l l o c i h a d a n o v e r a l l n e g a t i v e T a j i m a ' s D a n d a n 

e x c e s s o f s y n o n y m o u s o v e r n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y . A l l p o p u l a t i o n s 

a n d l o c i w e r e i n H a r d y - W e i n b e r g e q u i l i b r i u m , w i t h t h e e x c e p t i o n o f 

T L R 1 5 i n F e r n a n d i n a ( S I , T a b l e S 5 ) . 

Table 1 Q u a n t i t a t i v e s u m m a r y o f t h e i n d i v i d u a l T L R L B R l o c i i n a l l 

p o p u l a t i o n s . 

L o c u s 
L e n . 
( b p ) N s i n d s . 

N s n u c . 
a l l e l e s 

N s p r o t . 
v a r . 71 H d j l N / j i S T a j D 

T L R I B 4 7 2 2 1 2 8 6 0 . 0 0 0 9 6 0 . 1 6 3 0 . 1 3 8 - 1 . 2 6 5 

T L R 4 8 8 9 2 2 8 3 4 1 8 0 . 0 0 2 1 8 0 . 7 6 8 0 . 2 0 0 - 1 . 6 5 5 

T L R 1 5 9 7 0 2 1 4 3 9 2 2 0 . 0 0 2 7 4 0 . 8 3 2 0 . 2 2 5 - 1 . 4 9 5 

N O T E . — L e n . ( b p ) = l e n g t h i n n u c l e o t i d e b a s e p a i r s ; i n d s . = i n d i v i d u a l s ; n u c . = 
n u c l e o t i d e ; p r o t . v a r . = p r o t e i n v a r i a n t ; J I = n u c l e o t i d e d i v e r s i t y ; H d = h a p l o t y p e 
d i v e r s i t y ; p N / p S = r a t i o o f n o n - s y n o n y m o u s t o s y n o n y m o u s n u c l e o t i d e d i v e r s i t y ; T a j D = 
T a j i m a ' s D . 

I s l a n d s i z e w a s a n i m p o r t a n t p r e d i c t o r o f s e v e r a l d i v e r s i t y i n d i c e s i n t h e 

r e g r e s s i o n t e s t s , b u t t h e r e w e r e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n l o c i 

( F i g u r e 2 ; S I , F i g u r e S 2 ) . I n t h e T L R 1 5 L B R , a l l d i v e r s i t y i n d i c e s 

s h o w e d a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w i t h i s l a n d s i z e , 

w h i l e t h e c o r r e l a t i o n f o r a l l d i v e r s i t y - r e l a t e d t r a i t s w a s s i g n i f i c a n t f o r 

T L R 4 e x c e p t n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y a n d n u m b e r o f p r o t e i n v a r i a n t s . 
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F o r T L R 1 B , n o n e o f t h e d i v e r s i t y i n d i c e s s h o w e d a s i g n i f i c a n t 

r e l a t i o n s h i p d u e t o t h e l o w d i v e r s i t y a t t h i s l o c u s . T h e r e g r e s s i o n r e s u l t s 

r e m a i n e d q u a l i t a t i v e l y u n c h a n g e d w h e n b a s e d o n a d o w n s a m p l e d d a t a s e t , 

w i t h t h e e x c e p t i o n o f T L R 4 n u c l e o t i d e d i v e r s i t y , w h e r e t h e r e l a t i o n s h i p 

w a s n o l o n g e r s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t ( t h e r e s u l t s o f e a c h s t a t i s t i c a l m o d e l 

a r e a v a i l a b l e i n S I , T a b l e S 6 ) . T h e r e s u l t s a l s o r e m a i n e d s i m i l a r i n t h e 

a n a l y s i s r e s t r i c t e d t o t h e w i d e s p r e a d M . parvulus s p e c i e s o n l y . T h e 

s i g n i f i c a n c e l e v e l s o n l y c h a n g e d f o r s o m e o f t h e t e s t s f o r T L R 4 ( S I , 

T a b l e S 6 ) . 

T h e p a t t e r n o f d i s t r i b u t i o n o f n u c l e o t i d e a n d p r o t e i n v a r i a n t s a c r o s s 

p o p u l a t i o n s a l s o s u g g e s t s t h a t T L R 4 a n d T L R 1 B i n G M a r e s u b s t a n t i a l l y 

s h a p e d b y p u r i f y i n g s e l e c t i o n . A l t h o u g h w e o b s e r v e d 1 4 n u c l e o t i d e 

h a p l o t y p e s i n G M T L R 4 , 9 6 % o f i n d i v i d u a l s c a r r i e d o n l y o n e o f t h e t w o 

m o s t c o m m o n p r o t e i n v a r i a n t s ( P 1 0 , P 4 ; F i g u r e 1 ) . T L R 1 B w a s a l m o s t 

c o m p l e t e l y m o n o m o r p h i c i n G M p o p u l a t i o n s , w i t h p r o t e i n v a r i a n t P I 

c a r r i e d b y 9 9 % o f i n d i v i d u a l s . T L R 1 5 , o n t h e o t h e r h a n d , w a s l e s s 

c o n s e r v a t i v e w i t h 2 0 n u c l e o t i d e h a p l o t y p e s a n d f o u r m a j o r p r o t e i n 

v a r i a n t s c a r r i e d b y 9 0 % o f i n d i v i d u a l s ( F i g u r e 1 ) . W e a l s o o b s e r v e d a 

s i g n i f i c a n t p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e p a i r w i s e g e n e t i c d i s t a n c e o f 

T L R s a n d m i c r o s a t e l l i t e s , a l t h o u g h t h i s c o r r e l a t i o n w a s w e a k e r f o r T L R 4 

t h a n f o r T L R 1 5 ( c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t s 0 . 5 7 3 a n d 0 . 7 9 7 , r e s p e c t i v e l y , 

M a n t e l p < 0 . 0 0 0 1 f o r b o t h ; d e t a i l s i n S I , C h a p t e r S N 1 . 4 , F i g u r e S 4 - S 5 ) . 

I n a d d i t i o n , w e f o u n d t h a t t h e s y n o n y m o u s d i v e r s i t y o f t h e p o p u l a t i o n 

w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r t h a n t h e n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y i n T L R 4 

( T 1 1 . 4 = - 4 . 1 6 , P = 0 . 0 0 1 5 ; S I F i g u r e S 3 ) , b u t n o t i n T L R 1 5 a n d T L R 1 B , 

s u p p o r t i n g t h e e x i s t e n c e o f d i f f e r e n c e s i n s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s b e t w e e n 

l o c i . 
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Figure 1 M a p o f t h e G a l a p a g o s a n d c o n t i n e n t a l p o p u l a t i o n s w i t h 

h a p l o t y p e n e t w o r k s o f a l l T L R n u c l e o t i d e h a p l o t y p e s . E a c h p i e c h a r t 

i n d i c a t e s a u n i q u e h a p l o t y p e , w i t h c o l o u r s i n d i c a t i n g p o p u l a t i o n i d e n t i t y 

a n d s i z e i n d i c a t i n g h a p l o t y p e f r e q u e n c y . T h e m o s t c o m m o n p r o t e i n 

v a r i a n t s a r e m a r k e d b y d a s h e d l i n e s a n d t h e i r i d e n t i f i e r s ( e . g . P I ) . T h e 

s i z e o f t h e t i n y C h a m p i o n a n d G a r d n e r b y F l o r e a n a o n t h e m a p i s n o t 

s c a l e d f o r c l a r i t y . 
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I s l a n d s i z e ( k m 2 ) I s l a n d s i z e ( k m 2 ) 

Figure 2 R e l a t i o n s h i p b e t w e e n p o p u l a t i o n m o l e c u l a r d i v e r s i t y a t t h r e e 

T L R l o c i a n d i s l a n d s i z e o n a l o g a r i t h m i c s c a l e . M o s t r e l a t i o n s h i p s a r e 

p o s i t i v e a n d s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t ( i n d i c a t e d b y a s o l i d l i n e ) . 

S t a t i s t i c a l l y n o n - s i g n i f i c a n t r e l a t i o n s h i p s a r e i n d i c a t e d b y d a s h e d l i n e s . 

T h e l i n e s r e p r e s e n t p r e d i c t i o n s b a s e d o n a l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l 

c a l c u l a t e d f o r t h e G a l a p a g o s p o p u l a t i o n s o n l y . T h e v a l u e s o f m o l e c u l a r 

d i v e r s i t y f o r n o r t h e r n m o c k i n g b i r d s ( N M ) a r e s h o w n o n t h e r i g h t s i d e o f 

t h e d i a g r a m s i n t h e d a s h e d r e c t a n g l e . N u c l e o t i d e , s y n o n y m o u s a n d 

n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y w e r e m u l t i p l i e d b y 1 0 0 0 . A f i g u r e s h o w i n g t h e 

n u m b e r o f h a p l o t y p e s c a n b e f o u n d i n S I , f i g u r e S 2 , t h e t e s t v a l u e s i n 

t a b l e S 6 a n d t h e s i z e o f t h e i n d i v i d u a l p o p u l a t i o n s i n t a b l e S 1 2 . 

T h e p h y s i c o c h e m i c a l a n d s t r u c t u r a l d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e m o s t 

a b u n d a n t p r o t e i n v a r i a n t s i n G M w e r e i n s i g n i f i c a n t f o r b o t h T L R 4 a n d 

T L R 1 5 L B R . I n T L R 4 , t h e t w o m o s t a b u n d a n t h a p l o t y p e s d i f f e r e d i n 

t h r e e r e s i d u e s w i t h c o n s e r v a t i v e ( L e u > V a l ; T h r > S e r ) o r m o d e r a t e l y 

n o n - c o n s e r v a t i v e s u b s t i t u t i o n s t h a t d i f f e r e d i n c h a r g e ( L y s > G l u ) . F o r 

T L R 1 5 , t h e t h r e e m o s t c o m m o n h a p l o t y p e s h a d o n l y a s i n g l e p a i r w i s e 
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s u b s t i t u t i o n i n r e s i d u e s ( A r g > H i s ; L e u > V a l ; L e u > P h e ) , w h i c h w e r e a l l 

c o n s e r v a t i v e ( S I T a b l e S 7 ) . D i f f e r e n c e s i n p r o t e i n s t r u c t u r e , a s m e a s u r e d 

b y r o o t m e a n s q u a r e d i s t a n c e ( R M S D ) , w e r e n e g l i g i b l e b e t w e e n a l l 

p r o t e i n v a r i a n t s i n T L R 4 a n d T L R 1 5 ( S I : T a b l e S i l ) ; c l u s t e r i n g b a s e d o n 

s u r f a c e c h a r g e a l s o s h o w e d n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s ( F i g u r e 3 ; d e t a i l s i n 

S I S N 1 . 5 , F i g u r e S 7 - S 1 1 ) . 

Figure 3 V i s u a l i s a t i o n o f s u r f a c e c h a r g e f o r s e q u e n c e d s e g m e n t s o f t h e 

m o s t c o m m o n p r o t e i n v a r i a n t s . T h e c o l o u r g r a d i e n t i n d i c a t e s t h e s u r f a c e 

c h a r g e ( r e d = n e g a t i v e , b l u e = p o s i t i v e ) . H a p l o t y p e s f o u n d i n n o r t h e r n 

m o c k i n g b i r d s a r e i n d i c a t e d b y t h e u n d e r l i n e d t e x t . T h e l e f t m o s t c o l u m n 

s h o w s a c o m p l e t e T L R m o l e c u l e w i t h t h e l i g a n d b i n d i n g r e g i o n ( L B R ; 
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J i n e t a l . 2 0 0 7 , P a r k e t a l . 2 0 0 9 ) o r p u t a t i v e c l e a v a g e s i t e ( R e s t r . S . ; W a n g 

e t a l . 2 0 1 6 , d e Z o e t e e t a l . 2 0 1 1 ) h i g h l i g h t e d i n p u r p l e a n d t h e s e q u e n c e d 

r e g i o n s h i g h l i g h t e d i n y e l l o w ( h a t c h i n g i n d i c a t e s o v e r l a p b e t w e e n t h e 

L B R a n d s e q u e n c e d r e g i o n ) . T h e g r e e n r i b b o n i n T L R 4 i n d i c a t e s a p a r t o f 

t h e L B R t h a t w a s n o t s e q u e n c e d . 

A c o m p a r i s o n o f G M w i t h N M s h o w e d t h a t i n s u l a r p o p u l a t i o n s h a d l o w e r 

d i v e r s i t y , b u t a l s o t h a t t h e s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s i n N M m a t c h e d t h e 

p a t t e r n s o b s e r v e d i n G M . N u c l e o t i d e a n d p r o t e i n d i v e r s i t y w a s a l w a y s 

h i g h e r i n N M , w h e t h e r c o m p a r e d t o i n d i v i d u a l p o p u l a t i o n s o f G M o r t o 

d i v e r s i t y c a l c u l a t e d a c r o s s a l l G M , n e g l e c t i n g p o p u l a t i o n s t r u c t u r e ( T a b l e 

2 , F i g u r e 2 ) . C o n v e r s e l y , t h e r a t i o o f n o n - s y n o n y m o u s t o s y n o n y m o u s 

d i v e r s i t y w a s h i g h e r i n G M . I n t e r e s t i n g l y , T L R 4 w a s f u n c t i o n a l l y 

c o n s e r v e d , e v e n i n N M , w h e r e t h e m a j o r i t y o f D N A h a p l o t y p e s e n c o d e d 

o n e p r o t e i n v a r i a n t ( P I 5 ) a n d o t h e r p r o t e i n v a r i a n t s w e r e r a r e ( F i g u r e 1 ) . 

A s i m i l a r s i t u a t i o n w a s o b s e r v e d i n T L R 1 B , w h e r e o n e m a j o r a n d t w o 

r a r e p r o t e i n v a r i a n t s o c c u r r e d . A d i f f e r e n t p a t t e r n w a s s e e n a t T L R 1 5 , 

w h e r e m u l t i p l e p r o t e i n v a r i a n t s s e g r e g a t e d i n i n t e r m e d i a t e f r e q u e n c i e s . 

C o n s i s t e n t w i t h t h e n e t w o r k o f p r o t e i n v a r i a n t s ( F i g u r e 1 ) , w e a l s o 

o b s e r v e d t h a t T L R 4 h a p l o t y p e s f o r m e d t w o t i g h t c l u s t e r s i n 

p h y s i c o c h e m i c a l s p a c e s p e c i f i c t o G M a n d N M ( S I , F i g u r e S 6 ) . 

C o n v e r s e l y , T L R 1 5 d i d n o t f o r m s u c h t i g h t c l u s t e r s , b u t w a s c l e a r l y 

s c a t t e r e d i n N M . 
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Table 2 C o m p a r i s o n o f d i v e r s i t y i n d i c e s f o r m o c k i n g b i r d s i n h a b i t i n g t h e 

G a l a p a g o s I s l a n d s ( G M ) a n d t h e n o r t h e r n m o c k i n g b i r d ( N M ) . 

L o c u s S t r a t a 
No 

i r i d s . 
N s n u c . 
a l l e l e s 

N s p r o t . 
v a r . 71 H d J I N / J I S C h a r g e R M S D 

TLR15 G M t o t . 2 0 3 2 0 1 0 0 . 0 0 2 2 0 . 8 1 5 0 . 2 5 0 . 5 6 7 2 . 1 

TLR15 G M a v g . 1 6 . 9 3 . 1 2 . 3 0 . 0 0 0 5 0 . 3 4 4 0 . 7 1 + N A N A 

TLR15 N M 1 1 1 9 1 1 0 . 0 0 6 2 0 . 9 8 5 0 . 1 9 0 . 5 9 7 2 . 1 

TLR4 G M t o t . 2 1 1 1 4 8 0 . 0 0 1 9 0 . 7 3 0 0 . 1 8 0 . 6 3 3 1 . 5 

TLR4 G M a v g . 1 7 . 6 2 . 8 1 .8 0 . 0 0 0 6 0 . 3 8 6 0 . 3 3 + N A N A 

TLR4 N M 1 7 1 8 1 0 0 . 0 0 2 7 0 . 9 3 8 0 . 1 3 0 . 6 1 5 1 . 6 4 

TLR1B G M t o t . 1 9 6 4 3 0 . 0 0 0 1 0 . 0 2 5 1 0 . 6 1 5 2 . 8 7 

TLR1B G M a v g . 1 6 . 3 1 . 3 1 . 2 0 . 0 0 0 1 0 . 0 2 3 0 . 9 2 + N A N A 

TLR1B N M 1 6 4 3 0 . 0 0 0 8 0 . 2 8 9 0 . 1 3 0 . 7 4 . 3 1 

N O T E . — G M t o t . = d i v e r s i t y i n d i c e s c a l c u l a t e d b a s e d o n a p o o l o f a l l G M i n d i v i d u a l s ; 
G M a v g . = d i v e r s i t y i n d i c e s c a l c u l a t e d b a s e d o n i n d i v i d u a l G M p o p u l a t i o n s a n d t h e n 
a v e r a g e d ; i n d s . = i n d i v i d u a l s ; n u c . = n u c l e o t i d e ; p r o t . v a r . = p r o t e i n v a r i a n t s ; it = 

N u c l e o t i d e d i v e r s i t y ; H d = h a p l o t y p e d i v e r s i t y ; p N / p S = r a t i o o f n o n - s y n o n y m o u s t o 
s y n o n y m o u s n u c l e o t i d e d i v e r s i t y ; C h a r g e = a v e r a g e s u r f a c e c h a r g e d i s t a n c e ; R M S D = 
r o o t m e a n s q u a r e d i s t a n c e b e t w e e n p r o t e i n m o d e l s . + = w i t h i n p o p u l a t i o n p S w a s o f t e n 
0 , m e a n i n g t h a t p N / p S w a s u n d e f i n e d . T o a d d r e s s t h i s , w e a r b i t r a r i l y a s s i g n e d 
p o p u l a t i o n p N / p S a s v a l u e 1 , n e g l e c t i n g a n y p o t e n t i a l e x c e s s o f n o n - s y n o n y m o u s 
m u t a t i o n s . H e n c e , t h e G M a v e r a g e i s a c o n s e r v a t i v e e s t i m a t e a s t h e r e a l v a l u e i s l i k e l y 
t o b e r a t h e r h i g h e r . 

T h e M c D o n a l d - K r e i t m a n t e s t c o m p a r i n g p o l y m o r p h i s m i n G M w i t h 

o u t g r o u p s , w a s n o t s i g n i f i c a n t a t a n y l o c u s o r l e v e l o f d i v e r g e n c e ( G M -

N M a n d G M - c o m m o n s t a r l i n g ; T a b l e 3 ) . T h i s l o w r a t e o f 

n o n - s y n o n y m o u s c h a n g e b e t w e e n N M a n d G M i n d i c a t e s a n o v e r a l l 

c o n s e r v a t i v e n e s s o f T L R l o c i i n m o c k i n g b i r d e v o l u t i o n . A n a l y s i s o f 

r e c i p r o c a l e v o l u t i o n a r y r a t e b y R E L A X s h o w e d t h a t s e l e c t i o n w a s n e i t h e r 

r e l a x e d n o r s t r e n g t h e n e d a t G M c o m p a r e d t o N M ( m a r g i n a l l y 

n o n - s i g n i f i c a n t a t T L R 1 5 , w h e r e t h e v a l u e s o f t h e s e l e c t i o n p a r a m e t e r k 

w e r e l e s s t h a n o n e , i n d i c a t i n g r e l a x e d s e l e c t i o n ( k = 0 . 2 3 , P = 0 . 0 7 7 ) ) . 

1 5 4 



C h a p t e r I I I 

F i n a l l y , c o d o n - b a s e d t e s t s i n d i c a t e d t h a t s e v e r a l s i t e s i n T L R 1 B , T L R 4 

a n d T L R 1 5 w e r e s u b j e c t t o p u r i f y i n g s e l e c t i o n , w i t h o n e s i t e i n T L R 1 5 

l i k e l y s u b j e c t t o p o s i t i v e s e l e c t i o n ( d e t a i l s i n A p p e n d i x S I C h a p t e r 

S N . 1 . 6 , T a b l e s S 8 - S 1 0 ) . 

Table 3. R e s u l t s o f M c D o n a l d - K r e i t m a n t e s t s f o r t w o d i f f e r e n t 

d i v e r g e n c e l e v e l s a n d e a c h T L R l o c u s . 

L o c u s O u t g r o u p P N P S D N D S M K T C h i s q p - v a l u e 

T L R 1 5 N M 9 8 1 2 . 0 1 0 . 3 9 8 0 . 5 2 7 

T L R 1 5 S t a r l i n g 9 8 2 1 . 4 1 3 . 5 4 0 . 3 2 4 0 . 5 6 8 

T L R 4 N M 8 7 1 1 0 . 0 0 8 0 . 9 2 8 

T L R 4 S t a r l i n g 9 6 2 5 . 7 4 2 4 . 2 1 0 . 3 3 3 0 . 5 6 3 

T L R 1 B N M 2 1 1 2 0 . 6 8 0 . 4 0 9 

T L R 1 B S t a r l i n g 2 1 1 3 . 3 1 1 5 . 5 0 . 4 5 6 0 . 4 9 9 

N O T E . — P N = N u m b e r o f n o n - s y n o n y m o u s p o l y m o r p h i s m s i n G a l a p a g o s 
m o c k i n g b i r d s ( G M ) ; P S = n u m b e r o f s y n o n y m o u s p o l y m o r p h i s m s i n G M ; D N = 
n u m b e r o f n o n - s y n o n y m o u s f i x e d d i f f e r e n c e s b e t w e e n G M a n d t h e o u t g r o u p ; D S = 
n u m b e r o f s y n o n y m o u s f i x e d d i f f e r e n c e s b e t w e e n G M a n d t h e o u t g r o u p ; N M = 
N o r t h e r n M o c k i n g b i r d , M K T C h i s q = M c D o n a l d - K r e i t m a n C h i S q u a r e s t a t i s t i c . 
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Discussion 

O u r s t u d y p r o v i d e s a n e w p e r s p e c t i v e o n t h e e v o l u t i o n a r y p r o c e s s e s 

b e h i n d t h e d i v e r s i t y o f p a t t e r n r e c o g n i t i o n r e c e p t o r s i n r e l a t i o n t o 

p o p u l a t i o n s i z e . W e f o u n d t h a t n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y i n T L R L B R s i s 

a f f e c t e d b y p o p u l a t i o n s i z e , b u t t h e e f f e c t o f p o p u l a t i o n s i z e o n f u n c t i o n a l 

d i v e r s i t y i s a t t e n u a t e d b y s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s . I m p o r t a n t l y , s e l e c t i o n 

c o n s t r a i n t s v a r y b e t w e e n T L R l o c i , a f f e c t i n g t h e e x t e n t t o w h i c h 

f u n c t i o n a l d i v e r s i t y i s s h a p e d b y g e n e t i c d r i f t . O u r r e s u l t s s u g g e s t t h a t 

T L R 1 5 i s l e s s c o n s t r a i n e d b y s e l e c t i o n , a n d i s t h e r e f o r e m o r e s t r o n g l y 

i n f l u e n c e d b y g e n e t i c d r i f t . O n t h e o t h e r h a n d , s t r o n g p u r i f y i n g s e l e c t i o n 

h a s s h a p e d t h e p h e n o t y p i c d i v e r s i t y o f T L R 1 B a n d T L R 4 , d e s p i t e t h e 

v a r i a b l e d e g r e e o f s t o c h a s t i c i t y i n t h e d i f f e r e n t - s i z e d G M p o p u l a t i o n s . 

B e l o w , w e d i s c u s s o u r r e s u l t s i n l i g h t o f c u r r e n t v i e w s o n t h e m o l e c u l a r 

e v o l u t i o n o f p a t h o g e n r e c o g n i t i o n r e c e p t o r s . 

Purifying selection modulates T L R diversity in G M and NM 

N a t u r a l s e l e c t i o n i s o n e o f t h e f o u r e v o l u t i o n a r y f o r c e s t h a t d e t e r m i n e t h e 

d i s t r i b u t i o n o f g e n e t i c a n d p h e n o t y p i c d i v e r s i t y ( L y n c h 2 0 0 7 ) . S i n c e t h e 

d i s t r i b u t i o n o f T L R d i v e r s i t y h a s b e e n r e l i a b l y d e t e r m i n e d a c r o s s s e v e r a l 

l i n e a g e s , w e i n v e s t i g a t e d t h e e x t e n t t o w h i c h i t w a s s h a p e d b y s e l e c t i o n 

a n d w h i c h t y p e o f s e l e c t i o n w a s p r e d o m i n a n t . S e v e r a l l i n e s o f e v i d e n c e 

s u g g e s t t h a t p u r i f y i n g s e l e c t i o n w a s d o m i n a n t i n t h e e v o l u t i o n a r y h i s t o r y 

o f a l l t h r e e T L R s s t u d i e d ( T L R 1 5 , T L R 4 , T L R 1 B ) i n G M a n d N M . 

T a j i m a ' s D i n d i c a t e s a n e x c e s s o f r a r e v a r i a n t s , w h i c h c a n b e i n t e r p r e t e d 

a s a n e f f e c t o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n , a s w e c a n r u l e o u t a n a l t e r n a t i v e 

s c e n a r i o o f G M p o p u l a t i o n g r o w t h b a s e d o n t h e a v a i l a b l e m i c r o s a t e l l i t e 

d a t a ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) . F u r t h e r m o r e , w e f o u n d t h a t t h e m a j o r i t y o f 

n o n - s y n o n y m o u s m u t a t i o n s w e r e p u r g e d , a s w e o b s e r v e d t h a t t h e p N / p S 

r a t i o w a s l e s s t h a n o n e . C o d o n - b a s e d m o d e l s s h o w e d t h a t m u l t i p l e 

p o s i t i o n s w e r e a f f e c t e d b y p u r i f y i n g s e l e c t i o n , w i t h o n l y o n e s i t e i n 
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T L R 1 5 s u b j e c t t o p o s i t i v e s e l e c t i o n . M c D o n a l d - K r e i t m a n t e s t s d i d n o t 

s u p p o r t o u r h y p o t h e s i s t h a t a d a p t i v e m o l e c u l a r c h a n g e s o c c u r r e d a s a 

r e s u l t o f G a l a p a g o s c o l o n i s a t i o n , a n d t h e l o w r a t e o f n o n - s y n o n y m o u s 

c h a n g e s b e t w e e n N M a n d G M c o n f i r m e d t h e p r e d o m i n a n t e f f e c t o f 

p u r i f y i n g s e l e c t i o n . D e s p i t e p o t e n t i a l b i a s e s i n h e r e n t i n a n y o f t h e d N / d S 

m e t h o d s ( K r y a z h i m s k i y & P l o t k i n 2 0 0 8 ; M u g a l e t a l . 2 0 1 4 ) , w e c o n c l u d e 

t h a t t h e L B R s o f t h e t h r e e T L R s s t u d i e d w e r e s u b s t a n t i a l l y s h a p e d b y 

p u r i f y i n g s e l e c t i o n . T h i s r e s u l t i s c o n s i s t e n t w i t h o t h e r r e c e n t r e p o r t s 

i n d i c a t i n g a d o m i n a n t r o l e o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n i n T L R s a t t h e 

i n t r a s p e c i f i c l e v e l o r b e t w e e n c l o s e l y r e l a t e d t a x a ( M u k h e r j e e e t a l . 2 0 0 9 ; 

R a v e n e t a l . 2 0 1 7 ; N e l s o n - F l o w e r e t a l . 2 0 1 8 ) . T h i s c o n s e r v a t i s m c o u l d 

b e d u e t o s h a r e d p a t h o g e n c o m m u n i t i e s i n c l o s e l y r e l a t e d t a x a ( E i c h l e r 

1 9 4 8 ; C l a r k & C l e g g 2 0 1 7 ) , a n e x p l a n a t i o n t h a t i s e v e n m o r e p l a u s i b l e o n 

i s l a n d s w i t h d e p a u p e r a t e p a t h o g e n d i v e r s i t y ( W i k e l s k i e t a l . 2 0 0 4 ) . 

Alleles escaping selection in the smallest G M population 

A l t h o u g h p u r i f y i n g s e l e c t i o n w a s p r e d o m i n a n t i n a l l T L R s , s o m e p r i v a t e 

o r n e a r l y p r i v a t e v a r i a n t s w i t h n o n - s y n o n y m o u s s u b s t i t u t i o n s r e a c h e d 

r e l a t i v e l y h i g h f r e q u e n c i e s ( T L R 4 - P 4 , T L R 1 5 - P 1 1 , P 2 2 ) . B y a n a l y s i n g 

t h e i r p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s , w e t r i e d t o a s s e s s w h e t h e r t h e s e 

v a r i a n t s h a v e a s i g n i f i c a n t i m p a c t o n t h e p h e n o t y p i c f u n c t i o n o f t h e 

r e c e p t o r . W e h y p o t h e s i s e d t h a t s o m e d e l e t e r i o u s v a r i a n t s m a y o c c u r i n 

e x t r e m e l y s m a l l p o p u l a t i o n s d u e t o l e s s e f f i c i e n t s e l e c t i o n , w h i c h i s 

o u t w e i g h e d b y g e n e t i c d r i f t ( O h t a 1 9 9 2 ) . I n g e n e r a l , t h e r e s i d u e c h a n g e s 

w e r e r a t h e r c o n s e r v a t i v e i n a l l T L R s . H o w e v e r , w e o b s e r v e d o n e p r o t e i n 

v a r i a n t o f T L R 4 - P 4 t h a t h a s b e c o m e f i x e d i n t h e m o s t e n d a n g e r e d a n d 

s m a l l e s t p o p u l a t i o n o n C h a m p i o n i s l a n d . T h i s v a r i a n t s h o w s s e v e r a l 

d i f f e r e n c e s i n s u r f a c e c h a r g e p a t t e r n c o m p a r e d t o v a r i a n t P 1 0 t h a t i s 

s h a r e d b y a l l o t h e r G M p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 3 ) . A s s u m i n g t h a t t h e 

p o p u l a t i o n s s h a r e t h e s a m e p a t h o g e n s , a s s u g g e s t e d b y D e e m e t a l . 

( 2 0 1 1 ) , t h e P 4 h a p l o t y p e o n C h a m p i o n i s l a n d c a n b e c o n s i d e r e d a 

d e l e t e r i o u s m u t a t i o n t h a t g o t f i x e d a n d s h i f t e d t h e r e c e p t o r s t r u c t u r e a w a y 
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f r o m i t s o p t i m u m . F u r t h e r m o r e , C h a m p i o n I s l a n d h a d s i g n i f i c a n t l y l o w e r 

M H C I i p d i v e r s i t y (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) c o m p a r e d t o t h e o t h e r G M 

p o p u l a t i o n s , a n d p o o r e r h e a l t h t h a n a l a r g e r p o p u l a t i o n o f t h e s a m e 

s p e c i e s o n G a r d n e r - b y - F l o r e a n a i s l a n d ( D e e m e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e s e 

o b s e r v a t i o n s s u g g e s t t h a t i n e x t r e m e l y s m a l l p o p u l a t i o n s w i t h a c e n s u s 

s i z e o f l e s s t h a n 5 0 , d r i f t m a y o u t w e i g h s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s , e v e n a t l o c i 

i n v o l v e d i n p a t h o g e n r e c o g n i t i o n , s u p p o r t i n g t h e c o n c l u s i o n o f G r u e b e r e t 

a l . ( 2 0 1 3 ) . 

Effect of population size differs between T L R loci 

B a s e d o n t h e a s s u m p t i o n t h a t g e n e t i c d r i f t p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n G M 

p o p u l a t i o n s o f d i f f e r e n t s i z e s ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) , w e h y p o t h e s i s e d t h a t 

i s l a n d s i z e w o u l d b e a s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r o f b o t h n e u t r a l a n d 

n o n - n e u t r a l d i v e r s i t y ( e s t i m a t e d a s s y n o n y m o u s a n d n o n - s y n o n y m o u s 

d i v e r s i t y , r e s p e c t i v e l y ) . W h i l e o u r r e g r e s s i o n m o d e l s s u p p o r t e d t h e 

p o p u l a t i o n s i z e - r e l a t e d e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t o n T L R d i v e r s i t y , e a c h 

T L R l o c u s d i f f e r e d i n t h e d e g r e e o f c o n s t r a i n t , l i m i t i n g t h e e f f e c t s o f d r i f t 

o n n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y . A t T L R 4 , i s l a n d s i z e w a s a s t a t i s t i c a l l y 

s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r o f s y n o n y m o u s b u t n o t n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y 

( F i g u r e 2 ) , w h i l e a t T L R 1 5 n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y w a s a l s o p o s i t i v e l y 

c o r r e l a t e d w i t h i s l a n d s i z e . F u r t h e r m o r e , o n l y a t T L R 4 d i d w e o b s e r v e 

s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d s y n o n y m o u s d i v e r s i t y c o m p a r e d t o 

n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y ( F i g u r e S 3 ) . T L R 1 B h a d a l o w a m o u n t o f 

p o l y m o r p h i s m a n d h e r e i s l a n d s i z e w a s n o t a v a l i d p r e d i c t o r f o r a n y o f 

t h e d i v e r s i t y i n d i c e s . T h e s c e n a r i o o f d i f f e r e n t s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s i n t h e 

d i f f e r e n t T L R s w a s a l s o s u p p o r t e d b y t h e h a p l o t y p e n e t w o r k a n a l y s i s 

( F i g u r e 1 ) , w h i c h s h o w e d o n l y o n e m a j o r p r o t e i n v a r i a n t ( P 1 0 ) i n T L R 4 

t h a t w a s s h a r e d b y a l m o s t a l l G M p o p u l a t i o n s , w h i l e i n T L R 1 5 t h e r e w e r e 

f o u r m a j o r p r o t e i n v a r i a n t s , t w o o f w h i c h w e r e s p e c i e s - s p e c i f i c ( P 2 2 a n d 

P l l ) . I n a d d i t i o n , g e n e t i c d i s t a n c e s b e t w e e n p o p u l a t i o n s i n T L R 1 5 w e r e 

m o r e c o n s i s t e n t w i t h d i s t a n c e s b a s e d o n n e u t r a l m i c r o s a t e l l i t e s t h a n i n 

T L R 4 . T h e s e p a t t e r n s s u g g e s t t h a t g e n e t i c v a r i a t i o n i n T L R 1 5 i s m o r e 
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s t r o n g l y s h a p e d b y g e n e t i c d r i f t t h a n i n T L R 4 a n d T L R 1 B , a s t h e s e a r e 

m o r e c o n s t r a i n e d b y s e l e c t i o n . S e l e c t i o n d i d n o t r e s t r i c t t h e a c c u m u l a t i o n 

o f n o n - s y n o n y m o u s m u t a t i o n s i n T L R 1 5 , w h e r e a s t h e s a m e c l a s s o f 

m u t a t i o n s w a s p u r g e d f r o m T L R 4 . T L R 1 B w a s p u r g e d t o a n e v e n g r e a t e r 

e x t e n t a n d i s v i r t u a l l y f r e e o f n o n - s y n o n y m o u s p o l y m o r p h i s m s . 

A l t e r n a t i v e l y , t h e l a c k o f d i v e r s i t y i n T L R 1 B c o u l d b e d u e i n p a r t t o t h e 

s h o r t e r l e n g t h o f t h e s e q u e n c e d f r a g m e n t ( T a b l e 1 ) c o m b i n e d w i t h t h e 

e f f e c t o f l i n k a g e . H o w e v e r , t h e o v e r a l l e f f e c t o f f r a g m e n t s i z e s h o u l d b e 

n e g l i g i b l e i n o u r s t a t i s t i c a l a n a l y s e s d u e t o t h e u s e o f p e r - s i t e d i v e r s i t y 

m e a s u r e m e n t s . 

T h e d i f f e r e n c e s i n g e n e t i c d i v e r s i t y b e t w e e n N M a n d G M p r o v i d e f u r t h e r 

e v i d e n c e o f d i f f e r e n t i a l s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s b e t w e e n T L R l o c i , w i t h a 

c o m m o n p a t t e r n o f r e d u c e d T L R g e n e t i c d i v e r s i t y i n G M c o m p a r e d t o 

N M . T h i s w a s m o s t l i k e l y c a u s e d b y a c o l o n i s a t i o n b o t t l e n e c k a n d 

s u b s e q u e n t e v o l u t i o n i n s m a l l p o p u l a t i o n s ( f o u n d e r e v e n t ) , w i t h r a n d o m 

d r i f t a f f e c t i n g T L R d i v e r s i t y m o r e i n t e n s e l y i n G M c o m p a r e d t o N M . 

T h i s s c e n a r i o i s c o n s i s t e n t w i t h p r e v i o u s l y r e p o r t e d d i f f e r e n c e s i n 

m i c r o s a t e l l i t e d i v e r s i t y b e t w e e n N M a n d G M (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) . H e r e 

w e a r g u e t h a t s o m e p a t t e r n s o f T L R d i v e r s i t y l o s s s u g g e s t a j o i n t e f f e c t o f 

n a t u r a l s e l e c t i o n a n d g e n e t i c d r i f t . I f n o s e l e c t i o n w a s i n v o l v e d i n 

r e d u c i n g g e n e t i c d i v e r s i t y , t h e m u t a t i o n r a t e a t e a c h T L R l o c u s w a s t h e 

s a m e , a n d p o p u l a t i o n s w e r e i n d r i f t - m u t a t i o n e q u i l i b r i u m , a s i n d i c a t e d b y 

H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 ) , t h e n w e w o u l d e x p e c t r o u g h l y i d e n t i c a l l e v e l s o f 

d i v e r s i t y a t e a c h T L R l o c u s . I n c o n t r a s t t o t h i s p r e d i c t i o n , w e o b s e r v e d 

h i g h e r n u c l e o t i d e a n d h a p l o t y p e d i v e r s i t y a t T L R 1 5 c o m p a r e d t o t h e 

o t h e r l o c i i n b o t h G M a n d N M . I n N M , t h e n u c l e o t i d e d i v e r s i t y o f T L R 1 5 

w a s ~ 2 a n d ~ 7 t i m e s h i g h e r t h a n T L R 4 a n d T L R 1 B , r e s p e c t i v e l y ( T a b l e 

3 ) . T h e d i f f e r e n c e b e t w e e n G M a n d N M w a s a l s o m u c h g r e a t e r f o r 

T L R 1 5 ( 0 . 0 0 4 ) t h a n f o r T L R 4 ( 0 . 0 0 0 8 ) a n d T L R 1 B ( 0 . 0 0 0 7 ) , s u g g e s t i n g 

t h a t T L R 1 5 e v o l v e s u n d e r l e s s s t r i n g e n t s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s . S i m i l a r 

p a t t e r n s s h o w i n g m o r e d r a m a t i c c h a n g e s i n T L R 1 5 d i v e r s i t y c o m p a r e d t o 

o t h e r l o c i w e r e a l s o o b s e r v e d i n a s t u d y o f m a i n l a n d a n d i s l a n d 
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p o p u l a t i o n s o f t h e s o n g s p a r r o w (Melospiza melodia) ( N e l s o n - F l o w e r e t 

a l . 2 0 1 8 ) . 

T h e d i f f e r e n c e s i n s e l e c t i o n c o n s t r a i n t s o b s e r v e d b e t w e e n t h e T L R l o c i 

c a n b e e x p l a i n e d b y f u n c t i o n a l d i f f e r e n c e s i n T L R s ( I w a s a k i & 

M e d z h i t o v 2 0 1 0 ) . T L R 1 5 i s a p p a r e n t l y a d a p t e d t o a d i f f e r e n t m e c h a n i s m 

o f p a t h o g e n r e c o g n i t i o n t h a n T L R 4 a n d T L R 1 B . F o r T L R 1 5 , T L R 4 a n d 

T L R 1 B , t h e s e q u e n c e d r e g i o n s c o n t a i n e d 1 0 % , 5 8 % a n d 5 3 % o f s i t e s 

k n o w n t o b e i n v o l v e d i n l i g a n d b i n d i n g o r p u t a t i v e c l e a v a g e a c t i v a t i o n , 

r e s p e c t i v e l y ( J i n e t a l . 2 0 0 7 ; P a r k e t a l . 2 0 0 9 ; d e Z o e t e e t a l . 2 0 1 1 ; W a n g 

e t a l . 2 0 1 6 ) . A l t h o u g h t h e e x a c t m e c h a n i s m l e a d i n g t o T L R 1 5 a c t i v a t i o n 

i s n o t w e l l k n o w n , i t a p p e a r s t h a t i t s c o n s t r a i n e d r e g i o n i s e i t h e r s m a l l e r 

c o m p a r e d t o T L R 4 a n d T L R 1 B o r t h a t s e l e c t i o n t o m a i n t a i n i t s f u n c t i o n 

i s w e a k e r . F o r T L R s , s e v e r a l s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h e i m p o r t a n c e o f 

p o s i t i v e s e l e c t i o n f o r i n t e r s p e c i f i c v a r i a t i o n ( A l c a i d e & E d w a r d s 2 0 1 1 ; 

A r e a l e t a l . 2 0 1 1 ; G r e u b e r e t a l 2 0 1 4 ; V e l o v a e t a l . 2 0 1 8 ; K h a n e t a l . 

2 0 1 9 ) a n d p o s i t i v e o r b a l a n c i n g s e l e c t i o n f o r i n t r a s p e c i f i c p o l y m o r p h i s m 

( T s c h i r r e n e t a l . 2 0 1 2 ; D a v i e s e t a l . 2 0 2 1 ) . H o w e v e r , a t G M w e d o n o t 

a s s u m e t h a t t h e n o n - s y n o n y m o u s v a r i a t i o n i n T L R 1 5 i s d u e t o s o m e f o r m 

o f s t r o n g e r d i v e r s i f y i n g o r b a l a n c i n g s e l e c t i o n . T h i s i s b e c a u s e o u r 

a n a l y s i s r e v e a l e d l i t t l e e v i d e n c e o f f u n c t i o n a l d i f f e r e n t i a t i o n o r p o s i t i v e 

s e l e c t i o n i n t h e T L R 1 5 a l l e l e s , w h i l e a l s o i n d i c a t i n g a m a r g i n a l l y 

n o n - s i g n i f i c a n t r e l a x a t i o n o f s e l e c t i o n a c t i n g i n T L R 1 5 . T h e s e l e c t i o n 

p a t t e r n s a c t i n g i n T L R s a r e l i n e a g e s p e c i f i c ( W l a s i u k e t a l . 2 0 0 9 ) . S i m i l a r 

t o o u r r e s u l t s , T L R 1 5 h a s o f t e n b e e n s h o w n t o h a v e i n c r e a s e d 

n o n - s y n o n y m o u s p o p u l a t i o n p o l y m o r p h i s m ( e . g . i n t h e d o m e s t i c c h i c k e n , 

R u a n e t a l . 2 0 1 2 , i n t h e S e y c h e l l e s w a r b l e r , Acrocephalus sechellensis, 

G i l r o y e t a l . 2 0 1 7 ) . R e c e n t f i n d i n g o f c r y p t i c f u n c t i o n a l p s e u d o g e n i s a t i o n 

o f T L R 1 5 i n Eudyptes p e n g u i n s ( F i d d a m a n e t a l . 2 0 2 2 ) , a l s o s u g g e s t s 

r e l a x e d p u r i f y i n g s e l e c t i o n i n t h i s g e n e . A n d r e l a x e d s e l e c t i o n i n T L R 1 5 

i s a l s o c o n s i s t e n t w i t h t h e o b s e r v a t i o n o f f e w e r s i t e s u n d e r p o s i t i v e 

s e l e c t i o n i n t h i s g e n e o n a b r o a d e r p h y l o g e n e t i c s c a l e ( V e l o v a e t a l . 

2 0 1 8 ) . T h e s e f i n d i n g s i l l u s t r a t e t h a t e a c h T L R l o c u s i s u n d e r d i f f e r e n t 
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s e l e c t i o n c o n s t r a i n t a n d t h a t i n c r e a s e d p o l y m o r p h i s m d o e s n o t n e c e s s a r i l y 
i n d i c a t e b a l a n c i n g s e l e c t i o n . 

Conclusions 

S e v e r a l s t u d i e s b a s e d o n f r e e - l i v i n g i s l a n d p o p u l a t i o n s h a v e c l a i m e d t h a t 

T L R s i n s m a l l p o p u l a t i o n s a r e p r e d o m i n a n t l y s h a p e d b y r a n d o m g e n e t i c 

d r i f t . G o n z a l e s - Q u e v e d o e t a l . ( 2 0 1 5 ) f o u n d t h a t t h e d i v e r g e n c e o f T L R s 

b e t w e e n p o p u l a t i o n s w a s c a u s e d b y d e m o g r a p h i c h i s t o r y r a t h e r t h a n 

s e l e c t i o n , a n d G r u e b e r e t a l . ( 2 0 1 3 ) o b s e r v e d t h a t t h e f r e q u e n c y o f a n 

a l l e l e , e v e n i f i t s h o w e d a n a d v a n t a g e , w a s d e t e r m i n e d b y g e n e t i c d r i f t . 

W h i l e b o t h s t u d i e s c o n c l u d e d t h a t d r i f t a s a n e v o l u t i o n a r y p r o c e s s 

o u t w e i g h e d n a t u r a l s e l e c t i o n o n i s l a n d s , o u r r e s u l t s a r e a t o d d s w i t h t h e s e 

f i n d i n g s . U s i n g a s t u d y s y s t e m i n w h i c h d i f f e r e n t i a l i s l a n d s i z e s e r v e s a s a 

p r o x y f o r t h e i n t e n s i t y o f g e n e t i c d r i f t , w e s h o w t h a t w h i l e g e n e t i c d r i f t 

a f f e c t s n e u t r a l p o l y m o r p h i s m , v a r i a b i l i t y o f m o l e c u l a r p h e n o t y p e i s 

c o n s t r a i n e d b y p u r i f y i n g s e l e c t i o n , t h e s t r e n g t h o f w h i c h v a r i e s b e t w e e n 

T L R l o c i . 

O u r r e s u l t s a l s o p r o v i d e c o n s e r v a t i o n g e n e t i c i n s i g h t i n t o t h e i n t e r p l a y o f 

e v o l u t i o n a r y p r o c e s s e s t h a t s h a p e t h e d i v e r s i t y o f i m p o r t a n t r e c e p t o r s f o r 

p a t h o g e n r e c o g n i t i o n . W h i l e t h e s t o c h a s t i c i t y o f a l l e l e s a m p l i n g g e n e r a l l y 

i n c r e a s e s w i t h d e c r e a s i n g p o p u l a t i o n s i z e , o u r r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e 

d e t r i m e n t a l e f f e c t o f f i x i n g s u b o p t i m a l ( o r p o o r l y f u n c t i o n i n g ) a l l e l e s i n 

s m a l l p o p u l a t i o n s c a n b e m i t i g a t e d b y p u r i f y i n g s e l e c t i o n , b u t n o t w h e n 

t h e p o p u l a t i o n f a l l s t o a n e x t r e m e l y s m a l l s i z e o f a f e w d o z e n i n d i v i d u a l s . 

T h e e f f i c i e n c y o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n m i g h t b e a c t u a l l y e n h a n c e d i n s m a l l 

p o p u l a t i o n s b y t h e e f f e c t o f p u r g i n g , a s s h o w n b y R o b i n s o n e t a l . ( 2 0 1 8 ) . 

O n t h e o t h e r h a n d , i t s h o u l d b e n o t e d t h a t b o t h i n c r e a s e d i n t e n s i t y o f 

p u r i f i c a t i o n a n d d r i f t l e a d t o a r e d u c t i o n i n d i v e r s i t y ( C h a r l e s w o r t h 2 0 0 9 ) . 

T h u s , e v e n i f d e l e t e r i o u s a l l e l e s a r e p u r g e d e v e n i n s m a l l p o p u l a t i o n s , t h e 

f u t u r e o f t h e s e s m a l l p o p u l a t i o n s i s s t i l l p r e c a r i o u s d u e t o t h e r e s u l t i n g 

r e d u c t i o n i n g e n e t i c d i v e r s i t y ( S p i e l m a n e t a l . 2 0 0 4 ) . 
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Data Accessibility 

T h e D N A h a p l o t y p e s o f T L R 1 B , T L R 4 a n d T L R 1 5 o b t a i n e d b y I l l u m i n a 

s e q u e n c i n g a n d s u b s e q u e n t b i o i n f o r m a t i c a n a l y s i s a r e a v a i l a b l e i n 

G e n b a n k u n d e r a c c e s s i o n n u m b e r s M T 2 6 0 8 9 4 - M T 2 6 0 9 7 2 . 

B a t c h o f s u p p o r t i n g d a t a h a v e b e e n p u b l i s h e d i n a d o c u m e n t e d F i g s h a r e 

a r c h i v e h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 6 0 8 4 / m 9 . f i g s h a r e . 1 2 1 8 0 0 2 7 . v 4 (Vlček e t a l . 

2 0 2 0 ) . I t c o n t a i n s D N A h a p l o t y p e s o b t a i n e d b y o r i g i n a l s c r e e n i n g b y 

S a n g e r s e q u e n c i n g , f i n a l g e n o t y p e d a t a f o r T L R 1 B , T L R 4 a n d T L R 1 5 

l i n k e d w i t h t h e D N A a c c e s s i o n n u m b e r s , a m p l i c o n f i l t e r i n g s t a t i s t i c s a n d 

a m p l i c o n f r e q u e n c i e s , p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s o f p r o t e i n v a r i a n t s a n d 

t h e i r s t r u c t u r a l m o d e l s a n d o t h e r p r o p e r t i e s . 

A d d i t i o n a l n o t e s , f i g u r e s a n d t a b l e s a r e a c c e s s i b l e i n t h e A p p e n d i x S I . 

S c r i p t s t o g e n e r a t e g e n o t y p e s f r o m s e q u e n c i n g d a t a a n d s c r i p t s t o a n a l y s e 

t h e r e s u l t s a r e a v a i l a b l e a t h t t p s : / / g i t h u b . c o m / v l k o f l y / T L R - a m p l i c o n 

a r c h i v e d a t Z e n o d o : h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 5 2 8 1 / z e n o d o . 7 2 4 8 5 2 7 (Vlček 

2 0 2 2 ) 
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D u g d a l e , H . L . , a n d R i c h a r d s o n , D . S . 2 0 2 1 . C o n t e m p o r a r y 

e v o l u t i o n o f t h e i n n a t e i m m u n e r e c e p t o r g e n e T L R 3 i n a n i s o l a t e d 

v e r t e b r a t e p o p u l a t i o n . M o l e c u l a r e c o l o g y 3 0 : 2 5 2 8 - 2 5 4 2 . 

d e Z o e t e , M . R . , L . I . B o u w m a n , A . M . K e e s t r a , a n d J . P . M . v a n P u t t e n . 

2 0 1 1 . C l e a v a g e a n d a c t i v a t i o n o f a T o l l - l i k e r e c e p t o r b y m i c r o b i a l 

p r o t e a s e s . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s 

1 0 8 : 4 9 6 8 - 4 9 7 3 . 

D e C a n d i a , A . L . , A . P . D o b s o n , a n d B . M . V o n H o l d t . 2 0 1 8 . T o w a r d a n 
i n t e g r a t i v e m o l e c u l a r a p p r o a c h t o w i l d l i f e d i s e a s e . C o n s e r v a t i o n 
B i o l o g y 3 2 : 7 9 8 - 8 0 7 . 

D e e m , S . L . , P . G . P a r k e r , M . B . C r u z , J . M e r k e l , a n d P . E . A . H o e c k . 

2 0 1 1 . C o m p a r i s o n o f b l o o d v a l u e s a n d h e a l t h s t a t u s o f F l o r e a n a 

M o c k i n g b i r d s (Mimus trifasciatus) o n t h e i s l a n d s o f C h a m p i o n a n d 

G a r d n e r - b y - F l o r e a n a , G a l a p a g o s I s l a n d s . J o u r n a l o f w i l d l i f e 

d i s e a s e s 4 7 : 9 4 - 1 0 6 . 

E g e a , R . , S . C a s i l l a s , a n d A . B a r b a d i l l a . 2 0 0 8 . S t a n d a r d a n d g e n e r a l i z e d 
M c D o n a l d - K r e i t m a n t e s t : a w e b s i t e t o d e t e c t s e l e c t i o n b y 
c o m p a r i n g d i f f e r e n t c l a s s e s o f D N A s i t e s . N u c l e i c a c i d s r e s e a r c h 
3 6 : 1 5 7 - 1 6 2 . 

E i c h l e r W ( 1 9 4 8 ) A n n a l s a n d M a g a z i n e o f N a t u r a l H i s t o r y . A n n a l s a n d 

M a g a z i n e o f N a t u r a l H i s t o r y , 1 , 5 8 8 - 5 9 8 . 

F e r w e r d a , B . , M c C a l l , M . B . B . , A l o n s o , S . , G i a m a r e l l o s - B o u r b o u l i s , E . 

J . , M o u k t a r o u d i , M . , I z a g i r r e , N . , S y a f r u d d i n , D . , K i b i k i , G . , 

C r i s t e a , T . , H i j m a n s , A . , H a m a n n , L . , I s r a e l , S . , E l G h a z a l i , G . , 

T r o y e - B l o m b e r g , M . , K u m p f , O . , M a i g a , B . , D o l o , A . , D o u m b o , O . , 

H e r m s e n , C . C , . . . N e t e a , M . G . ( 2 0 0 7 ) . T L R 4 p o l y m o r p h i s m s , 

i n f e c t i o u s d i s e a s e s , a n d e v o l u t i o n a r y p r e s s u r e d u r i n g m i g r a t i o n o f 
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m o d e r n h u m a n s . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s , 

1 0 4 ( 4 2 ) , 1 6 6 4 5 - 1 6 6 5 0 . 

F i d d a m a n S R , V i n k l e r M , S p i r o S G , L e v y H , E m e r l i n g C A , B o y d A C , 

D i m o p o u l o s E A , V i a n n a J A , C o l e T L , P a n H , F a n g M , Z h a n g G , 

H a r t T , F r a n t z L A F , S m i t h A L . 2 0 2 2 . A d a p t a t i o n a n d C r y p t i c 

P s e u d o g e n i z a t i o n i n P e n g u i n T o l l - L i k e R e c e p t o r s . M o l B i o l E v o l . 

3 9 : m s a b 3 5 4 . 

F r a n k h a m , R . 2 0 0 5 . G e n e t i c s a n d e x t i n c t i o n . B i o l o g i c a l C o n s e r v a t i o n 

1 2 6 : 1 3 1 - 1 4 0 . 

G a l t i e r , N . 2 0 1 6 . A d a p t i v e P r o t e i n E v o l u t i o n i n A n i m a l s a n d t h e 

E f f e c t i v e P o p u l a t i o n S i z e H y p o t h e s i s . P L o S G e n e t i c s 1 2 : 1 - 2 3 . 

G a v a n , M . K . , M . K . O l i v e r , A . D o u g l a s , a n d S . B . P i e r t n e y . 2 0 1 5 . G e n e 

d y n a m i c s o f t o l l - l i k e r e c e p t o r 4 t h r o u g h a p o p u l a t i o n b o t t l e n e c k i n 

a n i n s u l a r p o p u l a t i o n o f w a t e r v o l e s (Arvicola amphibius). 

C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s 1 6 : 1 1 8 1 - 1 1 9 3 . 

G i l r o y , D . L . , C . V a n O o s t e r h o u t , J . K o m d e u r , a n d D . S . R i c h a r d s o n . 

2 0 1 7 . T o l l - l i k e r e c e p t o r v a r i a t i o n i n t h e b o t t l e n e c k e d p o p u l a t i o n o f 

t h e e n d a n g e r e d S e y c h e l l e s w a r b l e r . A n i m a l C o n s e r v a t i o n 

2 0 : 2 3 5 - 2 5 0 . 

G o n z a l e z - Q u e v e d o , C , L . G . S p u r g i n , J . C . I l l e r a , a n d D . S . R i c h a r d s o n . 

2 0 1 5 . D r i f t , n o t s e l e c t i o n , s h a p e s t o l l - l i k e r e c e p t o r v a r i a t i o n a m o n g 

o c e a n i c i s l a n d p o p u l a t i o n s . M o l e c u l a r E c o l o g y 2 4 : 5 8 5 2 - 5 8 6 3 . 

G r a n t h a m , R . 1 9 7 4 . A m i n o A c i d D i f f e r e n c e F o r m u l a t o H e l p E x p l a i n 
P r o t e i n E v o l u t i o n . S c i e n c e 1 8 5 : 8 6 2 - 8 6 4 . 

G r u e b e r , C . E . , G . P . W a l l i s , a n d I . G . J a m i e s o n . 2 0 1 3 . G e n e t i c d r i f t 

o u t w e i g h s n a t u r a l s e l e c t i o n a t t o l l - l i k e r e c e p t o r ( T L R ) i m m u n i t y 

l o c i i n a r e - i n t r o d u c e d p o p u l a t i o n o f a t h r e a t e n e d s p e c i e s . M o l e c u l a r 

e c o l o g y 2 2 : 4 4 7 0 - 8 2 . 
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G r u e b e r , C . E . , G . P . W a l l i s , a n d I . G . J a m i e s o n . 2 0 1 4 . E p i s o d i c p o s i t i v e 

s e l e c t i o n i n t h e e v o l u t i o n o f a v i a n t o l l - l i k e r e c e p t o r i n n a t e i m m u n e 

g e n e s . P l o S o n e 9 : e 8 9 6 3 2 . 

H a r t m a n n , S . a , H . M . S c h a e f e r , a n d G . S e g e l b a c h e r . 2 0 1 4 . G e n e t i c 

d e p l e t i o n a t a d a p t i v e b u t n o t n e u t r a l l o c i i n a n e n d a n g e r e d b i r d 

s p e c i e s . M o l e c u l a r E c o l o g y 2 3 : 5 7 1 2 - 5 7 2 5 . 

H o e c k , P . E . A . , J . L . Böhmer, P . G . P a r k e r , a n d L . F . K e l l e r . 2 0 1 0 . 

D i f f e r e n t i a t i o n w i t h d r i f t : a s p a t i o - t e m p o r a l g e n e t i c a n a l y s i s o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s (Mimus s p p . ) . P h i l o s o p h i c a l 

T r a n s a c t i o n s o f t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s 

3 6 5 : 1 1 2 7 - 1 1 3 8 . 

I w a s a k i , A . , a n d R . M e d z h i t o v . 2 0 1 0 . R e g u l a t i o n o f A d a p t i v e I m m u n i t y 

b y t h e I n n a t e I m m u n e S y s t e m . S c i e n c e 3 2 7 : 2 9 1 - 2 9 5 . 

Jimenez-Uzcätegui, G . , W . L l e r e n a , W . B r y a n M i l s t e a d , E . E . L o m a s , 

a n d D . A . W i e d e n f i e l d . 2 0 1 1 . I s t h e p o p u l a t i o n o f F l o r e a n a 

M o c k i n g b i r d M i m u s t r i f a s c i a t u s d e c l i n i n g ? C o t i n g a 3 3 : 3 4 ^ 0 . 

J i n , M . S . , S . E . K i m , J . Y . H e o , M . E . L e e , H . M . K i m , S . G . P a i k , H . 

L e e , e t a l . 2 0 0 7 . C r y s t a l S t r u c t u r e o f t h e T L R 1 - T L R 2 H e t e r o d i m e r 

I n d u c e d b y B i n d i n g o f a T r i - A c y l a t e d L i p o p e p t i d e . C e l l 

1 3 0 : 1 0 7 1 - 1 0 8 2 . 

K i m u r a , M . 1 9 8 3 . T h e n e u t r a l t h e o r y o f m o l e c u l a r e v o l u t i o n . 

C a m b r i d g e . 

K h a n I , M a l d o n a d o E , S i l v a L , A l m e i d a D , J o h n s o n W E , O ' B r i e n S J , 

Z h a n g G , J a r v i s E D , G i l b e r t M T P , A n t u n e s A . 2 0 1 9 . T h e V e r t e b r a t e 

T L R S u p e r g e n e F a m i l y E v o l v e d D y n a m i c a l l y b y G e n e G a i n / L o s s 

a n d P o s i t i v e S e l e c t i o n R e v e a l i n g a H o s t - P a t h o g e n A r m s R a c e i n 

B i r d s . D i v e r s i t y 1 1 : 1 3 1 

K l o c h , A . , W e n z e l , M . A . , L a e t s c h , D . R . , M i c h a l s k i , O . , B a j e r , A . , 

B e h n k e , J . M . , & P i e r t n e y , S . B . 2 0 1 8 . S i g n a t u r e s o f b a l a n c i n g 

s e l e c t i o n i n t o l l - l i k e r e c e p t o r ( T L R s ) g e n e s - n o v e l i n s i g h t s f r o m a 

f r e e - l i v i n g r o d e n t . S c i e n t i f i c R e p o r t s , 8 : 1 - 1 0 . 
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K o s a k o v s k y P o n d , S . L . , a n d S . D . W . F r o s t . 2 0 0 5 . N o t s o d i f f e r e n t a f t e r 
a l l : a c o m p a r i s o n o f m e t h o d s f o r d e t e c t i n g a m i n o a c i d s i t e s u n d e r 
s e l e c t i o n . M o l e c u l a r b i o l o g y a n d e v o l u t i o n 2 2 : 1 2 0 8 - 2 2 . 

Králová, T . , T . A l b r e c h t , J . B r y j a , D . Hořák, A . J o h n s e n , J . T . L i f j e l d , 

M . Novotný, e t a l . 2 0 1 8 . S i g n a t u r e s o f d i v e r s i f y i n g s e l e c t i o n a n d 

c o n v e r g e n c e a c t i n g o n p a s s e r i n e T o l l - l i k e r e c e p t o r 4 i n a n 

e v o l u t i o n a r y c o n t e x t . M o l e c u l a r E c o l o g y 2 7 : 2 8 7 1 - 2 8 8 3 . 

K r y a z h i m s k i y , S . , a n d J . B . P l o t k i n . 2 0 0 8 . T h e P o p u l a t i o n G e n e t i c s o f 

d N / d S . P L o S G e n e t i c s 4 : e l 0 0 0 3 0 4 . 

K u m a r , H . , T . K a w a i , a n d S . A k i r a . 2 0 1 1 . P a t h o g e n r e c o g n i t i o n b y t h e 

i n n a t e i m m u n e s y s t e m . I n t e r n a t i o n a l R e v i e w s o f I m m u n o l o g y 

3 0 : 1 6 - 3 4 . 

L e v e q u e , G . , V . F o r g e t t a , S . M o r r o l l , A . L . S m i t h , N . B u m s t e a d , P . 
B a r r o w , J . C . L o r e d o - O s t i , e t a l . 2 0 0 3 . A l l e l i c v a r i a t i o n i n T L R 4 i s 
l i n k e d t o s u s c e p t i b i l i t y t o Salmonella enterica s e r o v a r t y p h i m u r i u m 
i n f e c t i o n i n c h i c k e n s . I n f e c t i o n a n d I m m u n i t y 7 1 : 1 1 1 6 - 1 1 2 4 . 

L e v y , H . , S . R . F i d d a m a n , J . A . V i a n n a , D . N o l l , G . V . C l u c a s , J . K . H . 

S i d h u , M . J . P o l i t o , e t a l . 2 0 2 0 . E v i d e n c e o f P a t h o g e n - I n d u c e d 

I m m u n o g e n e t i c S e l e c t i o n a c r o s s t h e L a r g e G e o g r a p h i c R a n g e o f a 

W i l d S e a b i r d . M o l e c u l a r b i o l o g y a n d e v o l u t i o n 3 7 : 1 7 0 8 - 1 7 2 6 . 

L i , Y . , M . O o s t i n g , S . P . S m e e k e n s , M . J a e g e r , R . A g u i r r e - G a m b o a , K . 

T . T . L e , P . D e e l e n , e t a l . 2 0 1 6 . A F u n c t i o n a l G e n o m i c s A p p r o a c h 

t o U n d e r s t a n d V a r i a t i o n i n C y t o k i n e P r o d u c t i o n i n H u m a n s . C e l l 

1 6 7 : 1 0 9 9 - 1 1 1 0 . e l 4 . 

L o v e t t e , I . J . , B . S . A r b o g a s t , R . L . C u r r y , R . M . Z i n k , C . A . B o t e r o , J . 

P . S u l l i v a n , A . L . T a l a b a , e t a l . 2 0 1 2 . P h y l o g e n e t i c r e l a t i o n s h i p s o f 

t h e m o c k i n g b i r d s a n d t h r a s h e r s ( A v e s : M i m i d a e ) . M o l e c u l a r 

p h y l o g e n e t i c s a n d e v o l u t i o n 6 3 : 2 1 9 - 2 9 . 

L y n c h , M . 2 0 0 7 . T h e o r i g i n s o f g e n o m e a r c h i t e c t u r e . S i n a u e r 

A s s o c i a t e s , S u n d e r l a n d . 
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M i l l e r , H . C , a n d D . M . L a m b e r t . 2 0 0 4 . G e n e t i c d r i f t o u t w e i g h s 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n s h a p i n g p o s t - b o t t l e n e c k m a j o r 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x v a r i a t i o n i n N e w Z e a l a n d r o b i n s 

( P e t r o i c i d a e ) . M o l e c u l a r e c o l o g y 1 3 : 3 7 0 9 - 2 1 . 

M i n i a s P . , V i n k l e r M . 2 0 2 2 . S e l e c t i o n b a l a n c i n g a t i n n a t e i m m u n e 

g e n e s : a d a p t i v e p o l y m o r p h i s m m a i n t e n a n c e i n T o l l - l i k e r e c e p t o r s . 

M o l B i o l E v o l . m s a c l 0 2 . 

M u g a l , C . R , J . B . W . W o l f , a n d I . K a j . 2 0 1 4 . W h y t i m e m a t t e r s : C o d o n 

e v o l u t i o n a n d t h e t e m p o r a l d y n a m i c s o f d N / d S . M o l e c u l a r B i o l o g y 

a n d E v o l u t i o n 3 1 : 2 1 2 - 2 3 1 . 

M u k h e r j e e , S . , N . S a r k a r - R o y , D . K . W a g e n e r , a n d P . P . M a j u m d e r . 

2 0 0 9 . S i g n a t u r e s o f n a t u r a l s e l e c t i o n a r e n o t u n i f o r m a c r o s s g e n e s 

o f i n n a t e i m m u n e s y s t e m , b u t p u r i f y i n g s e l e c t i o n i s t h e d o m i n a n t 

s i g n a t u r e . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e 

U n i t e d S t a t e s o f A m e r i c a 1 0 6 : 7 0 7 3 - 7 0 7 8 . 

M u r r e l l , B . , S . M o o l a , A . M a b o n a , T . W e i g h i l l , D . S h e w a r d , S . L . 

K o s a k o v s k y P o n d , a n d K . S c h e f f l e r . 2 0 1 3 . F U B A R : A f a s t , 

u n c o n s t r a i n e d b a y e s i a n A p p R o x i m a t i o n f o r i n f e r r i n g s e l e c t i o n . 

M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n 3 0 : 1 1 9 6 - 1 2 0 5 . 

N a g a i , Y . , S . A k a s h i , M . N a g a f u k u , M . O g a t a , Y . I w a k u r a , S . A k i r a , T . 
K i t a m u r a , e t a l . 2 0 0 2 . E s s e n t i a l r o l e o f M D - 2 i n L P S 
r e s p o n s i v e n e s s a n d T L R 4 d i s t r i b u t i o n . N a t u r e I m m u n o l o g y 
3 : 6 6 7 - 6 7 2 . 

N e l s o n - F l o w e r , M . J . , R . R . G e r m a i n , E . A . M a c D o u g a l l - S h a c k l e t o n , S . 

S . T a y l o r , a n d P . A r c e s e . 2 0 1 8 . P u r i f y i n g S e l e c t i o n i n t h e T o l l - L i k e 

R e c e p t o r s o f S o n g S p a r r o w s M e l o s p i z a m e l o d i a . J o u r n a l o f 

H e r e d i t y 1 0 9 : 5 0 1 - 5 0 9 . 

O h t a , T . 1 9 9 2 . T h e N e a r l y N e u t r a l T h e o r y O f M o l e c u l a r E v o l u t i o n . 

A n n u a l R e v i e w o f E c o l o g y a n d S y s t e m a t i c s 2 3 : 2 6 3 - 2 8 6 . 
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P a r k , B . S . , D . H . S o n g , H . M . K i m , B . - S . C h o i , H . L e e , a n d J . - O . L e e . 

2 0 0 9 . T h e s t r u c t u r a l b a s i s o f l i p o p o l y s a c c h a r i d e r e c o g n i t i o n b y t h e 

T L R 4 - M D - 2 c o m p l e x . N a t u r e 4 5 8 : 1 1 9 1 - 1 1 9 5 . 

Q u e m e r e , E . , H e s s e n a u e r , P . , G a l a n , M . , F e r n a n d e z , M . , M e r l e t , J . , 

C h a v a l , Y . , ... & C h a r b o n n e l , N . 2 0 2 1 . P a t h o g e n - m e d i a t e d s e l e c t i o n 

f a v o u r s t h e m a i n t e n a n c e o f i n n a t e i m m u n i t y g e n e p o l y m o r p h i s m i n 

a w i d e s p r e a d w i l d u n g u l a t e . J o u r n a l o f E v o l u t i o n a r y B i o l o g y 

3 4 : 1 1 5 6 - 1 1 6 6 . 

Q u e m e r e , E . , M . G a l a n , J . - F . C o s s o n , F . K l e i n , S . A u l a g n i e r , E . 

G i l o t - F r o m o n t , J . M e r l e t , e t a l . 2 0 1 5 . I m m u n o g e n e t i c h e t e r o g e n e i t y 

i n a w i d e s p r e a d u n g u l a t e : t h e E u r o p e a n r o e d e e r (Capreolus 

capreolus). M o l e c u l a r E c o l o g y 2 4 : 3 8 7 3 - 3 8 8 7 . 

R C o r e T e a m . 2 0 1 6 . R : A L a n g u a g e a n d E n v i r o n m e n t f o r S t a t i s t i c a l 

C o m p u t i n g . R F o u n d a t i o n f o r S t a t i s t i c a l C o m p u t i n g V i e n n a , 
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Abstract 

R e s t r i c t e d r a n g e s i z e b r i n g s a b o u t n o t e w o r t h y g e n e t i c c o n s e q u e n c e s t h a t 

m a y a f f e c t t h e v i a b i l i t y o f a p o p u l a t i o n a n d e v e n t u a l l y i t s e x t i n c t i o n . 

V a r y i n g r a n g e s a n d p o p u l a t i o n s i z e s , h o w e v e r , i n t e r a c t w i t h p o p u l a t i o n 

g e n e t i c i n d i c e s s u c h a s g e n e t i c d i v e r s i t y , i n b r e e d i n g a n d g e n e t i c l o a d i n a 

n o n - t r i v i a l w a y d u e t o s t o c h a s t i c i t y a n d d i f f e r e n t d e m o g r a p h i c h i s t o r y . 

P a r t i c u l a r l y , t h e q u e s t i o n i f a n i n c r e a s e i n i n b r e e d i n g c a n a v e r t t h e 

a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d v i a p u r g i n g i s h o t l y d e b a t e d i n t h e 

c o n s e r v a t i o n g e n e t i c f i e l d . I n s u l a r p o p u l a t i o n s w i t h l i m i t e d r a n g e s i z e s 

r e p r e s e n t a n i d e a l s e t u p f o r a n i n v e s t i g a t i o n r e l a t i n g r a n g e s i z e t o t h e s e 

g e n e t i c f a c t o r s . H e r e w e u s e d a s e t o f p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d s (Mimus) t h a t o c c u p y i s l a n d s o f d i f f e r e n t s i z e r a n g i n g f r o m 

9 . 5 t o t h o u s a n d s o f h e c t a r e s t o i n v e s t i g a t e h o w i s l a n d s i z e s h a p e d 

e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) , i n b r e e d i n g , a n d g e n e t i c l o a d . W e 

a s s e m b l e d a g e n o m e o f M . melanotis a n d g e n o t y p e d 3 i n d i v i d u a l s p e r 8 

p o p u l a t i o n s b y w h o l e g e n o m e r e s e q u e n c i n g . W e i n f e r r e d p o p u l a t i o n 

d e m o g r a p h y b y s e v e r a l m e t h o d s a n d s h o w t h a t t h e a n c e s t r a l p o p u l a t i o n 

c o l o n i s e d t h e a r c h i p e l a g o 1 - 2 M y a , b u t s u r p r i s i n g l y t h e N e o f m o s t 

p o p u l a t i o n s w a s h i g h d u r i n g t h e i r i n s u l a r h i s t o r y . T h e f i n a l d e c l i n e i n M . 

parvulus h a p p e n e d o n l y 1 0 - 2 0 K y a w h i l e M . trifasciatus s h o w e d a 

l o n g e r h i s t o r y o f N e b e l o w 1 0 , 0 0 0 . D e s p i t e t h e s e h i s t o r i c a l f l u c t u a t i o n s , 

c u r r e n t i s l a n d s i z e d e t e r m i n e s N e i n a l i n e a r f a s h i o n . I n c o n t r a s t , 

s i g n i f i c a n t i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t s , d e r i v e d f r o m r u n s o f h o m o z y g o s i t y , 

w e r e i d e n t i f i e d o n l y i n t h e 4 s m a l l e s t p o p u l a t i o n s . A d d i t i v e g e n e t i c l o a d , 

q u a n t i f i e d a s t h e n u m b e r o f n o n - s y n o n y m o u s d e r i v e d a l l e l e s , i n d i c a t e d 

t h a t p u r g i n g m i g h t p l a y a r o l e i n t h e c a s e o f M . parvulus a s t h e s m a l l e s t 

p o p u l a t i o n s s h o w e d t h e l o w e s t l o a d . B y c o n t r a s t , M . trifasciatus c a r r i e d 

b o t h t h e h i g h e s t a d d i t i v e a n d r e c e s s i v e g e n e t i c l o a d s f r o m a l l s t u d i e d 

p o p u l a t i o n s . T h i s i n d i c a t e d l e s s e f f i c i e n t p u r g i n g d e s p i t e h i g h e r 

a u t o z y g o s i t y i n t h i s s p e c i e s , w h i c h m i g h t b e l i n k e d w i t h a r e c e n t r a p i d 
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b o t t l e n e c k . O v e r a l l , o u r s t u d y d e m o n s t r a t e s a c o m p l e x i n t e r p l a y o f a r e a 

a n d p o p u l a t i o n s i z e v a r i a t i o n o n p o p u l a t i o n g e n o m i c p r o x i e s o f g e n e t i c 

d r i f t a n d i n b r e e d i n g t h a t h a s i m p l i c a t i o n s i n c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s i n 

g e n e r a l a n d i n a n o n g o i n g c o n s e r v a t i o n p r o j e c t o f e n d a n g e r e d M . 

trifasciatus i n p a r t i c u l a r . 

Keywords 

G e n e t i c d i v e r s i t y , C o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , D e m o g r a p h i c i n f e r e n c e , G e n e t i c 

l o a d 

Introduction 

S p e c i e s i n h a b i t i n g o c e a n i c i s l a n d s h a v e p l a y e d a n i m p o r t a n t r o l e i n 

e v o l u t i o n a r y b i o l o g y w i t h t h e i r d i s t i n c t i v e n e s s i n s p i r i n g t h e f i r s t 

e v o l u t i o n a r y t h o u g h t s ( D a r w i n 1 8 5 9 ) . T h e y a r e p a r t i c u l a r l y i n t e r e s t i n g 

f r o m a c o n s e r v a t i o n p e r s p e c t i v e d u e t o t h e i r h i g h s p e c i a t i o n ( J o h n s o n & 

S t a t t e r s f i l e d 1 9 9 0 ) a n d e x t i n c t i o n r a t e s ( R i c k e t t s e t a l . 2 0 0 5 ) . C o m p a r e d 

t o m a i n l a n d p o p u l a t i o n s , i n s u l a r p o p u l a t i o n s a r e u s u a l l y s m a l l e r a n d t h u s 

m o r e v u l n e r a b l e t o e n v i r o n m e n t a l a n d g e n e t i c s t o c h a s t i c i t y ( F r a n k h a m 

1 9 9 7 , L a n d e 1 9 9 3 ) . H o w e v e r , a s p o p u l a t i o n s o f c o n t i n e n t a l s p e c i e s a r e 

b e c o m i n g f r a g m e n t e d a n d d e c l i n i n g ( C e b a l l o s e t a l . 2 0 1 7 ) , t h e g e n e t i c 

c o n s e q u e n c e s r e l a t e d t o s m a l l p o p u l a t i o n s i z e c a n i n f l u e n c e t h e i r s u r v i v a l 

a s w e l l . U n d e r s t a n d i n g t h e g e n e t i c c o n s e q u e n c e s o f i s o l a t i o n a n d s m a l l 

r a n g e s i z e i n i s l a n d s c a n t h u s p r o v i d e u s v a l u a b l e i n s i g h t i n t o 

c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s p r o b l e m s t h a t m a y b e r e l e v a n t i n t h e n e a r f u t u r e 

a c r o s s t h e g l o b e . 

I n s u l a r p o p u l a t i o n s a r e m e c h a n i s t i c a l l y l i m i t e d b y t h e a r e a o f t h e i s l a n d 

t h e y i n h a b i t , a n d s u c h c o n s t r a i n t o n p o p u l a t i o n s i z e h a s g e n e t i c 

c o n s e q u e n c e s . T h e r a t e o f c h a n g e c a u s e d b y g e n e t i c d r i f t i s i n v e r s e l y 

p r o p o r t i o n a l t o p o p u l a t i o n s i z e , s o a n i n s u l a r p o p u l a t i o n s ' g e n e p o o l w i l l 

b e a f f e c t e d b y g e n e t i c d r i f t t o a h i g h e r d e g r e e c o m p a r e d t o a c o n t i n e n t a l 
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p o p u l a t i o n ( F r a n k h a m 1 9 9 7 ) . T h e f i r s t n e g a t i v e c o n s e q u e n c e o f g e n e t i c 

d r i f t i n t h e i n s u l a r p o p u l a t i o n i s a s u b s t a n t i a l l o s s o f g e n e t i c d i v e r s i t y 

( A l l e n d o r f e t a l . 2 0 1 3 ) w h i c h m a y r e d u c e f i t n e s s a n d a f f e c t f u t u r e 

a d a p t a b i l i t y ( D e W o o d y e t a l . 2 0 2 1 , S p i e l m a n e t a l . 2 0 0 4 ) . T h e s e c o n d 

n e g a t i v e c o n s e q u e n c e o f g e n e t i c d r i f t a s s u m e s t h e n e a r l y n e u t r a l t h e o r y o f 

m o l e c u l a r e v o l u t i o n ( O h t a 1 9 9 2 ) , i n w h i c h m o r e s l i g h t l y d e l e t e r i o u s 

a l l e l e s a c c u m u l a t e i n i n s u l a r p o p u l a t i o n s a n d t h i s e f f e c t i s p r o p o r t i o n a l t o 

p o p u l a t i o n s i z e d u e t o a l o w e r e f f i c a c y o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n ( L a n f e a r a t 

a l . 2 0 1 4 ) . T h i s v i e w i s s u p p o r t e d b y t h e o b s e r v a t i o n t h a t i n s u l a r 

p o p u l a t i o n s h a v e a h i g h e r n o n - s y n o n y m o u s t o s y n o n y m o u s s u b s t i t u t i o n 

r a t e c o m p a r e d t o m a i n l a n d p o p u l a t i o n s ( W o o l f i t & B r o m h a m 2 0 0 5 , L e r o y 

e t a l . 2 0 2 1 ) . I n t h e l o n g r u n , t h e a c c u m u l a t i o n o f d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s 

c a n l e a d t o m u t a t i o n a l m e l t d o w n a n d e x t i n c t i o n o f t h e p o p u l a t i o n ( L y n c h 

e t a l . 1 9 9 5 ) . A t h i r d d e t r i m e n t a l g e n e t i c c o n s e q u e n c e i s i n c r e a s e d 

i n b r e e d i n g i n s m a l l p o p u l a t i o n s d u e t o t h e l a c k o f u n r e l a t e d m a t e s 

( W o o d w o r m e t a l . 2 0 0 2 ) . I n b r e e d i n g l e a d s t o t h e e x p r e s s i o n o f r e c e s s i v e 

d e l e t e r i o u s a l l e l e s , w h i c h i n c r e a s e s m o r t a l i t y i n t h e p o p u l a t i o n 

( C h a r l e s w o r t h & W i l l i s 2 0 0 9 ) . T h e s e t h r e e m a i n i s s u e s m a y c o m p r o m i s e 

i n s u l a r p o p u l a t i o n s f r o m a g e n e t i c p o i n t o f v i e w , h o w e v e r t h e i r 

i m p o r t a n c e f o r t h e s u r v i v a l o f a s p e c i e s a n d h o w t h e y i n t e r a c t a r e a m a t t e r 

o f h e a t e d d e b a t e ( W i l l i e t a l . 2 0 2 2 , T e i x e i r a & H u b e r 2 0 2 1 , K a r d o s e t a l . 

2 0 2 1 , D e W o o d y e t a l . 2 0 2 1 , G a r c i a - D o r a d o & C a b a l l e r o 2 0 2 1 ) . 

T h e m a i n d i s p u t e i s w h e t h e r l o w n e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y a l s o i n d i c a t e s 

l o w e r e d f i t n e s s d u e t o t h e a c c u m u l a t i o n o f d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s a n d 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n ( T e i x e i r a & H u b e r 2 0 2 1 ) . T h e p o s i t i v e l i n k 

b e t w e e n g e n e t i c d i v e r s i t y a n d f i t n e s s h a s b e e n e m p i r i c a l l y o b s e r v e d i n 

d o z e n s o f c a s e s ( D e W o o d y e t a l . 2 0 2 1 ) , h o w e v e r , s e v e r a l g e n o m i c s t u d i e s 

s h o w e d t h a t s m a l l p o p u l a t i o n s w i t h l o w g e n e t i c d i v e r s i t y w e r e a b l e t o 

o v e r c o m e t h e d e t r i m e n t a l g e n e t i c e f f e c t s r e l a t e d t o t h e i r s i z e ( R o b i n s o n e t 

a l . 2 0 2 2 , W e s t b u r y e t a l . 2 0 1 8 , R o b i n s o n e t a l . 2 0 1 6 , X u e e t a l . 2 0 1 5 ) . 

P u r g i n g ( H e d r i c k 1 9 9 4 , C r o w 1 9 7 0 ) w a s p r o p o s e d a s t h e m e c h a n i s m t o 

e x p l a i n t h e s e o b s e r v a t i o n s , a s i n c r e a s e d i n b r e e d i n g i n s m a l l p o p u l a t i o n s 
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e x p o s e s r e c e s s i v e d e l e t e r i o u s a l l e l e s t o p u r i f y i n g s e l e c t i o n , w h i c h i n t u r n 

b e c o m e s m o r e e f f i c i e n t ( C h a r l e s w o r t h 2 0 1 8 ) . S i m u l a t i o n s ( K y r i a z i s e t a l . 

2 0 1 9 ) a s w e l l a s s t u d i e s a c r o s s s e v e r a l t a x a ( v a n d e r V a l k e t a l . 2 0 1 9 ) 

s u p p o r t t h e i m p o r t a n c e o f p u r g i n g i n s m a l l p o p u l a t i o n s a n d a d v o c a t e 

i n d i c e s o f g e n e t i c l o a d ( e . i . , n e t f i t n e s s c o s t o f a l l e l e s u n d e r s e l e c t i o n ) a s a 

m o r e i n f o r m a t i v e i n d e x o f g e n e t i c h e a l t h i n c o n t r a s t t o n e u t r a l g e n e t i c 

d i v e r s i t y ( T e i x e i r a & H u b e r 2 0 2 1 ) . 

I n t h e c o n t e x t o f t h i s d i s p u t e , s u c c e s s f u l c o l o n i s a t i o n a n d l o n g t e r m 

s u r v i v a l o f i n s u l a r p o p u l a t i o n s d e p e n d s o n t h e b a l a n c e b e t w e e n 

a c c u m u l a t i o n a n d p u r g i n g o f d e l e t e r i o u s a l l e l e s ( H e d r i c k & D o r a d o 2 0 1 6 , 

J a m e s e t a l . 2 0 1 6 ) , i f n o t d r i v e n t o e x t i n c t i o n d u e t o d e m o g r a p h i c o r 

e n v i r o n m e n t a l c a u s e s ( L a n d e 1 9 9 3 ) . T h i s b a l a n c e i s a f f e c t e d b y m u l t i p l e 

f a c t o r s , o f w h i c h e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) , r e f l e c t i n g t h e a m o u n t o f 

g e n e t i c d r i f t a n d i t s c h a n g e s i n t h e p a s t , i s o n e o f t h e m o s t i m p o r t a n t ( V a n 

O o s t e r h o u t 2 0 2 0 , C h a r l e s w o r t h 2 0 0 9 ) . O t h e r f a c t o r s l i k e m u t a t i o n r a t e , 

d i s t r i b u t i o n o f f i t n e s s e f f e c t s o f m u t a t i o n s , a n d e a c h m u t a t i o n ' s 

d o m i n a n c e a l s o p l a y a r o l e i n e s t a b l i s h i n g t h e b a l a n c e ( K y r i a z i s e t a l . 

2 0 2 0 , M a t h u r & D e W o o d y 2 0 2 1 , R o b i n s o n e t a l . 2 0 1 6 , v a n d e r V a l k e t a l . 

2 0 1 9 ) , h o w e v e r t h e s e f a c t o r s a r e r a t h e r i n v a r i a b l e w i t h i n a s p e c i e s . 

M i g r a t i o n i s a l s o i m p o r t a n t a s i t c a n a f f e c t t h e b a l a n c e e i t h e r b y i n f l a t i n g 

N e ( W e l l e s & D l u g o s c h 2 0 1 8 ) o r b y t h e i n t r o d u c t i o n o f h i g h l y d e l e t e r i o u s 

r e c e s s i v e a l l e l e s , w h i c h c a n c a u s e e x t i n c t i o n a s i n t h e c a s e o f t h e R o y a l 

I s l a n d w o l v e s ( M a t h u r & D e W o o d y 2 0 2 1 , v a n d e r V a l k e t a l . 2 0 1 9 ) . I n 

o r d e r t o a s s e s s t h e p r o s p e c t s o f i n s u l a r o r o t h e r w i s e s i z e r e s t r i c t e d 

s p e c i e s , i t i s o f u t t e r m o s t i m p o r t a n c e t o u n d e r s t a n d h o w g e n e t i c l o a d i s 

s h a p e d b y t h e s e a f o r e m e n t i o n e d f a c t o r s . I t i s n o t c l e a r i f p u r g i n g i s 

e f f i c i e n t e n o u g h t o a v e r t s u b s t a n t i a l a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d i n s m a l l 

p o p u l a t i o n s ( T e i x e i r a & H u b e r 2 0 2 1 ) : w h i l e s o m e e m p i r i c a l e v i d e n c e 

s u p p o r t s t h e s i g n i f i c a n c e o f p u r g i n g ( R o b i n s o n e t a l . 2 0 2 2 , W e s t b u r y e t 

a l . 2 0 1 8 , R o b i n s o n et al. 2 0 1 6 ) , o t h e r s t u d i e s d o n o t ( K u t s c h e r a e t a l . 

2 0 2 0 , K e n n e d y e t a l . 2 0 1 4 , B a l l o u 1 9 9 7 ) . 
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G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s (Mimus s p p . ) , i n w h i c h p o p u l a t i o n s o c c u r o n 

m a n y d i f f e r e n t l y s i z e d i s l a n d s o f t h e G a l a p a g o s a r c h i p e l a g o , o f f e r a g r e a t 

o p p o r t u n i t y t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f d y n a m i c d e m o g r a p h y a n d 

r e s t r i c t e d p o p u l a t i o n s i z e o n i n b r e e d i n g a n d g e n e t i c l o a d a c c u m u l a t i o n . 

T h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s a r e a m o n o p h y l e t i c g r o u p t h a t c o n s i s t o f 

f o u r s p e c i e s , o f w h i c h t h r e e a r e r e s t r i c t e d t o a s i n g l e i s l a n d a n d 

s u r r o u n d i n g i s l e t s ( E s p a n o l a - M . macdonaldi, S a n C r i s t o b a l - M . 

melanotis , t w o i s l e t s a r o u n d F l o r e a n a - M . trifasciatus) a n d t h e f o u r t h 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d ( M . parvulus) i s d i s t r i b u t e d i n a l m o s t a l l t h e 

o t h e r i s l a n d s o f t h e a r c h i p e l a g o ( A r b o g a s t e t a l . 2 0 0 6 , L o v e t t e e t a l . 

2 0 1 2 ) . M i t o c h o n d r i a l D N A a n a l y s e s s u g g e s t t h e o n e a n c e s t r a l 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n c o l o n i z e d t h e a r c h i p e l a g o a n d b e g a n i t s 

d i v e r s i f i c a t i o n b e t w e e n 1 . 6 - 5 . 5 M y a , t h u s b e i n g o f a s i m i l a r a g e a s t h e 

f o r m a t i o n o f t h e o l d e s t i s l a n d s o f t h e c u r r e n t a r c h i p e l a g o c o n f i g u r a t i o n 

( A r b o g a s t e t a l . 2 0 0 6 , G e i s t e t a l . 2 0 1 4 ) . T h e c o l o n i s a t i o n i s d e e m e d t o 

f o l l o w t h e p r o g r e s s i o n r u l e ( S h a w & G i l l e s p i e 2 0 1 6 ) , p u t a t i v e l y s t a r t i n g 

i n t h e s o u t h e a s t , w h e r e p h y l o g e n e t i c a l l y b a s a l M . macdonaldi a n d M . 

melanotis o c c u r , w i t h c o l o n i s a t i o n r e a c h i n g n o r t h w e s t i s l a n d s l a t e r w i t h 

M. trifasciatus a n d M . parvulus a s t e r m i n a l s i s t e r c l a d e s ( N i e t l i s b a c h e t 

a l . 2 0 1 3 , S t e f k a e t a l . 2 0 1 1 , A r b o g a s t e t a l . 2 0 0 6 ) . 

D e s p i t e l i v i n g o n i s l a n d s 1 , 0 0 0 k m a w a y f r o m t h e s h o r e o f E c u a d o r , 

m o c k i n g b i r d s a r e c h a r a c t e r i s e d a s t e r r e s t r i a l s p e c i e s w i t h p o o r 

l o n g - d i s t a n c e f l i g h t a b i l i t y . H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 b ) s h o w e d t h a t m i g r a t i o n 

e v e n t s b e t w e e n i s l a n d s a r e r a r e , b a s e d o n m i c r o s a t e l l i t e m a r k e r s . I n t h i s 

w a y , e a c h p o p u l a t i o n , e v e n w i t h i n M . parvulus a n d M . trifasciatus, a r e 

d i v e r g i n g m a i n l y d u e t o t h e e f f e c t s o f g e n e t i c d r i f t ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . 

E a c h p o p u l a t i o n i s t h e r e f o r e b o u n d t o a p a r t i c u l a r i s l a n d , w h o s e 

g e o g r a p h i c s i z e d e t e r m i n e s t h e i r c a r r y i n g c a p a c i t y a n d t h e r e f o r e t h e i r N e 

( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . I m p o r t a n t l y , e a c h i s l a n d h a s a u n i q u e g e o l o g i c a l 

h i s t o r y a n d h a v e u n d e r g o n e h i s t o r i c a l c h a n g e s i n i t s s h a p e a n d s i z e 

c a u s e d m a i n l y b y v o l c a n i c a c t i v i t y , e r o s i o n a n d e u s t a s y ( s e a l e v e l 
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c h a n g e s ) ( G e i s t e t a l . 2 0 1 4 , A l i & A i t c h i s o n 2 0 1 4 ) . M o r e o v e r , d u r i n g t h e 

P l e i s t o c e n e g l a c i a t i o n p e r i o d s s o m e i s l a n d s w e r e i n t e r c o n n e c t e d ( A l i & 

A i t c h i s o n 2 0 1 4 ) . W e h y p o t h e s i s e t h a t s u c h c h a n g e s h a d a s i g n i f i c a n t 

i m p a c t o n h i s t o r i c a l r a n g e s i z e , p o p u l a t i o n s t r u c t u r e , a n d g e n e f l o w i n 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s , w h i c h i n t u r n h a s s h a p e d N e , i n b r e e d i n g , a n d 

g e n e t i c l o a d i n e a c h p o p u l a t i o n . 

H e r e , w e e x a m i n e d t h e e f f e c t s o f d y n a m i c d e m o g r a p h y a n d r e s t r i c t e d 

p o p u l a t i o n s i z e o n i n b r e e d i n g a n d g e n e t i c l o a d a c c u m u l a t i o n i n 

m o c k i n g b i r d s f r o m t h e G a l a p a g o s . W e f i r s t i n f e r r e d p a s t d e m o g r a p h y o f 

t w o p o p u l a t i o n s o f t h e c r i t i c a l l y e n d a n g e r e d M . trifasciatus w i t h a c u r r e n t 

c e n s u s p o p u l a t i o n s i z e b e l o w 2 0 0 i n d i v i d u a l s ( J i m e n e z - U z c a t e g u i e t a l . 

2 0 1 0 ) a n d s i x p o p u l a t i o n s o f M . parvulus, i n c l u d i n g t h e s m a l l a n d d i s t i n c t 

n o r t h e r n m o s t p o p u l a t i o n s o f D a r w i n a n d W o l f t h a t w e r e n o t i n c l u d e d i n a 

p r e v i o u s m i c r o s a t e l l i t e s t u d y ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . S e c o n d , w e g e n e r a t e d 

a n o r i g i n a l r e f e r e n c e g e n o m e a n d , t o g e t h e r w i t h t h e r e p r e s e n t a t i v e s o f t h e 

f o u r s m a l l p o p u l a t i o n s , w e r e s e q u e n c e d g e n o m e s o f i n d i v i d u a l s f r o m 

i n t e r m e d i a t e a n d l a r g e M . parvulus p o p u l a t i o n s t o t e s t t h e e f f e c t o f 

c u r r e n t i s l a n d s i z e o n N e , i n b r e e d i n g , a n d g e n e t i c l o a d . T h i r d , w e l i n k e d 

t h e d e m o g r a p h y o f s e l e c t e d p o p u l a t i o n s w i t h g e o l o g i c a l h i s t o r y t o b r i n g 

n o v e l i n s i g h t s a b o u t t h e c o l o n i s a t i o n h i s t o r y o f M . parvulus a n d M . 

trifasciatus. F i n a l l y , w e i n t e r p r e t e d t h e a m o u n t o f g e n e t i c l o a d a n d 

i n b r e e d i n g w i t h r e s p e c t t o t h e p a s t d e m o g r a p h y , i n o r d e r t o u n d e r s t a n d 

h o w t h e i n d i c e s w e r e s h a p e d b y d y n a m i c m i c r o - e v o l u t i o n a r y f o r c e s i n 

e x t r e m e l y s m a l l i n s u l a r p o p u l a t i o n s . 
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Methods 
De-novo genome assembly and annotation. 

W e a s s e m b l e d a r e f e r e n c e g e n o m e u s i n g l O x G e n o m i c s C h r o m i u m 

t e c h n o l o g y . F i r s t l y , w e p r e p a r e d a D N A l i b r a r y a c c o r d i n g t o t h e 

m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l f r o m a b l o o d s a m p l e o f a s i n g l e i n d i v i d u a l o f a 

S a n C r i s t o b a l m o c k i n g b i r d (Mimus melanotis) ( s e e G e n o m e 

s u p p l e m e n t a r y n o t e s ) . H i g h m o l e c u l a r w e i g h t D N A w a s e x t r a c t e d u s i n g 

M a g A t t r a c t H M W D N A K i t ( Q i a g e n ) . l O x G e n o m i c s l i b r a r y c o n s t r u c t i o n 

w a s s e t t o h a v e a n e f f e c t i v e c o v e r a g e o f 5 6 X b a s e d o n p a i r e d - e n d ( P E ) 

s h o r t - r e a d s o f 1 5 0 b p . T h e l i b r a r y w a s s e q u e n c e d o n a s i n g l e 

I l l u m i n a - N e x t s e q 5 0 0 r u n a t t h e C o r n e l l B i o - R e s o u r c e C e n t e r ( B R C ) i n 

p a i r e d - e n d m o d e . W i t h t h e r e s u l t i n g f o u r s e q u e n c e d l i b r a r i e s , w e 

p e r f o r m e d a q u a l i t y c o n t r o l i n F a s t Q C f o r e a c h P E l i b r a r y . W e l o o k e d f o r 

a n y s i g n a l o f a d a p t e r s i n i t i a l l y w i t h F a s t Q C ( v e r . 0 . 1 1 . 3 ; A n d r e w s , 2 0 1 0 ) 

a n d l a t e r w e r a n T r i m m o m a t i c ( v e r . 0 . 3 9 ; B o l g e r e t a l . , 2 0 1 4 ) t o r e m o v e 

t h e m u s i n g d e f a u l t s e t t i n g s . T h e n , w e u s e d a l l f o u r P E l i b r a r i e s t o 

a s s e m b l e t h e g e n o m e u s i n g t h e l O x S u p e r n o v a a s s e m b l e r ( W e i s e n f e l d e t 

a l . 2 0 1 7 ) a n d l a t e r a p p l i e d S a t s u m a ( v e r . 3 . 1 . 0 ; G r a b h e r r e t a l . , 2 0 1 0 ) t o 

a s s e m b l e S u p e r n o v a s c a f f o l d s b a s e d o n a s y n t e n y w i t h t h e c o l l a r e d 

f l y c a t c h e r ' s (Ficedula albicollis) g e n o m e ( F i c A l b l . 5 ) t o g e t 

p s e u d o - c h r o m o s o m e l e v e l g e n o m e a s s e m b l y . U s i n g t h i s f i n a l a s s e m b l y , 

w e p r o c e e d e d t o p e r f o r m t h e g e n e a n n o t a t i o n w i t h M a k e r ( C a n t a r e l e t a l . 

2 0 0 8 ) , i m p l e m e n t i n g b o t h ab initio p r e d i c t i o n a n d h o m o l o g y - b a s e d g e n e 

a n n o t a t i o n . T h e c o m p l e t e n e s s o f t h e a s s e m b l e d g e n o m e w a s a s s e s s e d b y 

t h e p r e s e n c e o f n e a r l y u n i v e r s a l l i n e a g e - s p e c i f i c s i n g l e - c o p y o r t h o l o g o u s 

g e n e s u s i n g B U S C O ( v e r . 3 . 1 . 0 ; S i m a o e t a l . , 2 0 1 5 ) a n d t h e A v e s o b d 9 

g e n e s e t f r o m t h e M e t a z o a d a t a b a s e ( O r t h o D B v l O ; K r i v e n t s e v a e t a l . , 

2 0 1 9 ) . A l l g e n o m e m e t h o d o l o g y i s d e s c r i b e d i n d e t a i l i n G e n o m e 

s u p p l e m e n t a r y n o t e s . 
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Population sampling and variant calling. 

I n o r d e r t o u n d e r s t a n d t h e e f f e c t o f i s l a n d s i z e o n i n b r e e d i n g a n d g e n e t i c 

l o a d , w e s e l e c t e d e i g h t a l l o p a t r i c p o p u l a t i o n s i n h a b i t i n g d i f f e r e n t l y s i z e d 

i s l a n d s ( F i g u r e 1 , T a b l e S 9 ) . F o r t h e w i d e s p r e a d M . parvulus w e s e l e c t e d 

I s a b e l a (I) a n d S a n t a C r u z (S) p o p u l a t i o n s w i t h n o m i n a l s u b s p e c i e s a s t h e 

l a r g e s t g e o g r a p h i c s i z e c a t e g o r y ( t e n s o f t h o u s a n d h e c t a r e s ) . P o p u l a t i o n s 

o f M . p. personatus o n P i n t a (P) a n d M a r c h e n a (M) w e r e s e l e c t e d a s a n 

i n t e r m e d i a t e i s l a n d s i z e c a t e g o r y ( t h o u s a n d h e c t a r e s ) . M . p. hulli a n d M . 

p. wenmani o c c u p y t h e n o r t h e r n m o s t G a l a p a g o s I s l a n d s D a r w i n (D) a n d 

W o l f (W) r e s p e c t i v e l y a n d t h e y f a l l i n a s m a l l i s l a n d s i z e c a t e g o r y ( l o w e r 

t h a n 1 3 0 h a ) t o g e t h e r w i t h t w o r e m n a n t p o p u l a t i o n s o f M . trifasciatus. M. 

trifasciatus i s c o n s i d e r e d a s i s t e r s p e c i e s o f M . parvulus b a s e d o n 

m a j o r i t y o f t h e s t u d i e s ( N i e t l i s b a c h e t a l . 2 0 1 3 ; Štefka e t a l . 2 0 1 1 ) a n d 

o c c u r s o n s o u t h - w e s t i s l e t s C h a m p i o n (C) a n d G a r d n e r b y F l o r e a n a (F). 
T h r e e u n r e l a t e d i n d i v i d u a l s p e r p o p u l a t i o n w e r e s e l e c t e d b a s e d o n 

m i c r o s a t e l l i t e d a t a (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) . M o s t o f t h e p o p u l a t i o n s a r e r a t h e r 

p a n m i c t i c b a s e d o n m i c r o s a t e l l i t e d a t a , e x c e p t f o r t h e l a r g e s t i s l a n d s 

( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b ) . T h e r e f o r e , f o r I s a b e l a w e s e l e c t e d i n d i v i d u a l s f r o m 

A l c e d o d e m e a n d a l s o f o r S a n t a C r u z w e s e l e c t e d i n d i v i d u a l s f r o m t h e 

s o u t h e r n d e m e a r o u n d P u e r t o A y o r a t o o v e r c o m e p o t e n t i a l W a h l u n d 

e f f e c t . W e a l s o s e l e c t e d t h r e e s a m p l e s o f M . polyglottos f r o m t h e M i a m i 

( U S A ) a r e a a s a n o u t g r o u p . F o r s a m p l i n g d e t a i l s s e e S u p p l e m e n t a r y 

n o t e s . 

W e e x t r a c t e d g e n o m i c D N A u s i n g M a s t e r P u r e D N A P u r i f i c a t i o n K i t 

( L u c i g e n ) . P C R - f r e e s e q u e n c i n g l i b r a r i e s w e r e p r e p a r e d b y t h e 

N o r w e g i a n S e q u e n c i n g C e n t r e a n d s e q u e n c e d o n s i x l a n e s o f H l u m i n a 

H i S e q X I O i n a p a i r - e n d m o d e . W e u s e d T r i m m o m a t i c ( v . 0 . 3 6 , B o l g e r e t 

a l . 2 0 1 4 ) t o r e m o v e a d a p t e r s a n d t r i m l o w q u a l i t y b a s e p a i r s f r o m r a w 
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r e a d s . Q u a l i t y f i l t e r e d r e a d s o f a t l e a s t 1 2 0 b p ( m i n i m u m b a s e q u a l i t y 

P h r e d s c o r e o f 1 5 ) w e r e m a p p e d o n t o o u r M . melanotis r e f e r e n c e g e n o m e 

b y B W A - m e m ( v . 0 . 7 . 1 5 ) ( L i & D u r b i n 2 0 0 9 ) . W e r e m o v e d d u p l i c a t e d 

r e a d s b y P i c a r d ( v . 2 . 8 . 1 ) ( B r o a d I n s t i t u t e 2 0 1 8 ) . V a r i a n t c a l l i n g w a s d o n e 

b y G A T K ( v . 3 . 7 ) ( M c K e n n a e t a l . 2 0 1 0 ) w i t h a s e r i e s o f s t r i n g e n t 

f i l t e r i n g s t e p s t o m i n i m i s e t h e p r e s e n c e o f f a l s e g e n o t y p e s . R e l i a b l e 

b i a l l e l i c S N P s w e r e o b t a i n e d f o l l o w i n g t h e G A T K b e s t p r a c t i c e s f o r h a r d 

f i l t e r i n g a s d e s c r i b e d i n D e P r i s t o e t a l . ( 2 0 1 1 ) . V a r i a n t s f a i l i n g t h e 

f o l l o w i n g f i l t e r s w e r e e x c l u d e d ( Q D < 8 || F S > 1 5 || M Q < 5 0 || 

M Q R a n k S u m < - 5 || R P R S l o w < - 8 . 0 || R P R S h i g h > 3 || S O R > 3 . 0 ) . W e 

a l s o e x c l u d e d s i t e s t h a t e i t h e r e x c e e d e d a v e r a g e c o v e r a g e d e p t h p e r 

i n d i v i d u a l b y m o r e t h a n t w o s t a n d a r d d e v i a t i o n s , s h o w e d e x c e s s 

h e t e r o z y g o s i t y ( p < 0 . 0 5 a s d e t e r m i n e d b y V C F T o o l s ( v . 0 . 1 . 1 6 ; D a n e c e k 

e t a l . 2 0 1 1 ) , o r h a d m o r e t h a n 2 5 % m i s s i n g d a t a . W e a l s o e x c l u d e d s i t e s 

f o u n d w i t h i n r e p e t i t i v e r e g i o n s a n d , f i n a l l y , i n v a r i a n t s i t e s w i t h l o w 

q u a l i t y ( Q U A L < 1 5 ) . S u c h f i l t e r i n g r e s u l t e d i n a v c f f i l e c o n t a i n i n g ~ 8 M 

b i - a l l e l i c S N P s a n d ~ 8 7 9 M i n v a r i a n t s i t e s . A d d i t i o n a l f i l t e r s w e r e 

a p p l i e d t o r e t a i n o n l y r e l i a b l e s i t e s . W e r e m o v e d g e n o t y p e s w i t h d e p t h o f 

c o v e r a g e l o w e r t h a n 7 a n d f o r m o s t o f t h e a n a l y s e s w e u s e d o n l y s i t e s 

w i t h n o m i s s i n g n e s s . W e u s e d o n l y s i t e s o n a u t o s o m e s , i . e . r e m o v i n g s i t e s 

t h a t m a p p e d o n t h e Z c h r o m o s o m e . T h e n e u t r a l o m e r e g i o n w a s d e f i n e d a s 

a u n i o n o f n o n - c o d i n g r e g i o n s ( l O k b p o f f s e t f r o m a c o d i n g r e g i o n ) a n d 

n o n - c o d i n g c o n s e r v e d s i t e s ( 1 0 0 K b p o f f s e t ) t h a t w e r e l i f t e d o v e r f r o m F. 

albicollis ( C r a i g e t a l . 2 0 1 8 ) . 

Phylogenetic relationships and population structure 

W e i n f e r r e d t h e p h y l o g e n e t i c r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n p o p u l a t i o n s u s i n g 

s e v e r a l m e t h o d s . F i r s t , w e c o n s t r u c t e d a m a x i m u m l i k e l i h o o d t r e e b a s e d 

o n 7 2 4 5 n e u t r a l S N P s u s i n g S N P h y l o ( L e e e t a l . 2 0 1 4 ) . T h e n e u t r a l o m e 

S N P s w e r e p r u n e d f o r l i n k a g e d i s e q u i l i b r i u m ( I d t h r e s h o l d 0 . 2 ) a n d m i n o r 

a l l e l e f r e q u e n c y ( M A F ) 0 . 1 . T h e d a t a s e t i n c l u d e d t h r e e M . polyglottos 

i n d i v i d u a l s a s a n o u t g r o u p . C o n f i d e n c e o f t h e n o d e s w a s c a l c u l a t e d b a s e d 
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o n 1 , 0 0 0 b o o t s t r a p i t e r a t i o n s . S e c o n d , b e c a u s e r e t i c u l a r i n t e r c o n n e c t i o n s 

a r e o f t e n c o m m o n b e t w e e n c o n n e c t e d a n d / o r r e c e n t l y s p l i t p o p u l a t i o n s 

w e a l s o c o n s t r u c t e d a s p l i t n e t w o r k u s i n g N e i ' s g e n e t i c d i s t a n c e s , a s 

i m p l e m e n t e d i n S t A M P P ( P e m b l e t o n et al. 2 0 1 3 ) , a n d t h e N e i g h b o u r - N e t 

a l g o r i t h m o f S p l i t s t r e e ( H u s o n & B r y a n t 2 0 0 6 ) . T h i r d , w e e s t i m a t e d t h e 

r e l a t i v e c o n t r i b u t i o n s o f a l l p o s s i b l e t o p o l o g i e s a m o n g i s l a n d s b a s e d o n 

n u c l e a r g e n o m e s u s i n g T W I S S T ( M a r t i n a n d B e l l e g h e m 2 0 1 7 ) . A f t e r 

p h a s i n g a l l t h e a u t o s o m a l S N P s ( d e t a i l s i n S u p p l e m e n t a r y n o t e s ) w e 

c o m p u t e d M L t r e e s i n 1 0 0 S N P s w i n d o w s u s i n g P h y M L . F i n a l l y , w e u s e d 

t o p o l o g y w e i g h t i n g t o c o m p u t e t h e p r o p o r t i o n o f s u b t r e e s m a t c h i n g e a c h 

p o s s i b l e t o p o l o g y . T W I S S T a n a l y s e s w e r e i m p l e m e n t e d a c c o r d i n g t o t h e 

a u t h o r ' s g u i d e l i n e s i n a c u s t o m s c r i p t . W e i n f e r r e d p o p u l a t i o n s t r u c t u r e 

b a s e d o n 1 6 , 6 3 2 n e u t r a l L D - p r u n e d S N P s w i t h M A F 0 . 0 5 u s i n g a 

p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s ( P C A ) i n t h e p r o g r a m S n p r e l a t e ( Z h e n g e t 

a l . 2 0 1 2 ) a n d u s i n g c l u s t e r i n g a n a l y s i s i n t h e p r o g r a m A D M I X T U R E V . 

1 . 3 . 0 ( A l e x a n d e r & N o v e m b r e 2 0 0 9 ) a s s u m i n g 1 t o 9 c l u s t e r s ( K ) . 

C r o s s - v a l i d a t i o n e r r o r r a t e w a s u s e d t o i d e n t i f y t h e n u m b e r o f c l u s t e r s 

t h a t b e s t m a t c h e d g e n e t i c s t r u c t u r e i n o u r d a t a . 

D e m o g r a p h i c i n f e r e n c e 

W e i n f e r r e d t h e d e m o g r a p h i c h i s t o r y o f s e l e c t e d p o p u l a t i o n s u s i n g f o u r 

d i f f e r e n t a p p r o a c h e s . F i r s t , w e u s e d M u l t i p l e S e q u e n t i a l l y M a r k o v i a n 

C o a l e s c e n t ( M S M C 2 ) t o c a l c u l a t e t h e c o a l e s c e n t r a t e a n d t h u s e f f e c t i v e 

p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) i n t h e p a s t ( S c h i f f e l s & D u r b i n 2 0 1 4 ) . T o m i n i m i s e 

t h e p o t e n t i a l b i a s c a u s e d b y n o n - n e u t r a l m o l e c u l a r p r o c e s s e s , w e u s e d 

o n l y t h e n e u t r a l o m e , a s d e f i n e d a b o v e . W e r a n M S M C 2 w i t h t i m e 

s e g m e n t s 1 * 2 + 1 5 * 1 + 1 * 2 a n d t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l o f t i m e e s t i m a t e s 

w a s c a l c u l a t e d b a s e d o n 2 0 b o o t s t r a p i t e r a t i o n s . S e c o n d , s i m i l a r l y w e 

u s e d a n o t h e r M a r k o v i a n c o a l e s c e n t m e t h o d S M C + + ( v l . 1 5 . 2 ; T e r h o r s t e t 

a l . 2 0 1 7 ) w i t h i n d i v i d u a l s p o o l e d p e r p o p u l a t i o n . T h i r d , a s a n a l t e r n a t i v e , 

t o e s t i m a t e b o t h N e a n d t h e c o a l e s c e n c e r a t e s b e t w e e n p o p u l a t i o n s ( t h a t 

r e f l e c t p a s t c o n n e c t i v i t y o f t h e p o p u l a t i o n s ) , w e u s e d t h e p r o g r a m R e l a t e 
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( S p e i d e l e t a l . 2 0 1 9 ) . W e r a n R e l a t e ( - - m o d e A l l ) t o e s t i m a t e 

g e n o m e - w i d e g e n e a l o g i e s w i t h p o p u l a t i o n s i z e - N 1 , 0 0 0 a n d m u t a t i o n 

r a t e - m 4 . 6 x l 0 " 9 ( d i r e c t e s t i m a t e f r o m r e l a t i v e l y c l o s e l y r e l a t e d F. 

albicollis ( S m e d s e t a l . 2 0 1 6 ) a n d u s i n g a p o l a r i s e d g e n o m e ( d e t a i l s i n 

S u p p l e m e n t a r y n o t e s ) . C o a l e s c e n c e r a t e s b e t w e e n a n d w i t h i n p o p u l a t i o n s 

w e r e e s t i m a t e d u s i n g 9 i t e r a t i o n s a n d g e n e r a t i o n t i m e w a s s e t t o 4 . 5 b a s e d 

o n t h e e m p i r i c a l e s t i m a t e b y G r a n t e t a l . ( 2 0 0 0 ) . I n i t i a l l y , w e r a n R e l a t e 

f o r e a c h c h r o m o s o m e s e p a r a t e l y , a n d s u b s e q u e n t l y , w e o b t a i n e d j o i n t 

e s t i m a t e s f o r a l l a u t o s o m a l c h r o m o s o m e s e x c l u d i n g C h r o m o s o m e 4 a , Z 

a n d s h o r t e r s c a f f o l d s . R e l a t i v e p a i r w i s e c o a l e s c e n c e v a l u e s w e r e 

c a l c u l a t e d a s t h e p r o p o r t i o n o f t h e c r o s s - c o a l e s c e n c e r a t e b e t w e e n 

p o p u l a t i o n s a n d t h e i n t r a - c o a l e s c e n c e r a t e f o r t h e l a r g e r p o p u l a t i o n f r o m 

e a c h p a i r . 

F o u r t h , c o m p l e m e n t a r y d e m o g r a p h i c a n a l y s e s w e r e c a r r i e d o u t u s i n g 

G - P h o C S ( G e n e r a l i z e d P h y l o g e n e t i c C o a l e s c e n t S a m p l e r ; G r o n a u e t a l . 

2 0 1 1 ) t o d e t e r m i n e a n c e s t r a l p o p u l a t i o n s i z e s , d i v e r g e n c e t i m e s , a n d 

p o s t - d i v e r g e n c e m i g r a t i o n b e t w e e n p o p u l a t i o n s . T o g e n e r a t e G - P h o C S 

i n p u t , g e n o m i c r e g i o n s w i t h t h e l e a s t c o n s t r a i n t f r o m n o n - n e u t r a l 

g e n o m i c p r o c e s s e s ( s e l e c t i o n , l i n k e d s e l e c t i o n a n d G C - b i a s e d g e n e 

c o n v e r s i o n ) w e r e s e l e c t e d t o a v o i d i n f e r e n c e b i a s ( G r o n a u e t a l . 2 0 1 1 ) . 

F i r s t o f a l l , w e u s e d n e u t r a l o m e a s d e f i n e d a b o v e . I n o r d e r t o a v o i d t h e 

e f f e c t o f w i t h i n l o c u s r e c o m b i n a t i o n , w e f i l t e r e d t h e s e l o c i b y s i z e w i t h 

l e n g t h s b e t w e e n 1 , 3 0 0 a n d 1 , 5 0 0 b p ( b a s e d o n L D a n a l y s i s ) r e s u l t i n g i n 

8 , 4 2 9 n e u t r a l l o c i . T h i s f i n a l i n p u t w a s u s e d i n G - P h o C S i n c o m b i n a t i o n 

w i t h t h e m o s t s u p p o r t e d p h y l o g e n e t i c t o p o l o g y o b t a i n e d f r o m o u r 

p r e v i o u s p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s ( F i g u r e 1 A ) a s a b a c k b o n e . T o e x p l o r e 

p o s t - d i v e r g e n c e m i g r a t i o n e v e n t s b e t w e e n p o p u l a t i o n s , t h e m i g r a t i o n 

b a n d s w e r e t e s t e d b i d i r e c t i o n a l l y b e t w e e n a l l M . parvulus p o p u l a t i o n s 

( F i g u r e S N 2 ) . S i n c e G - P h o C S l a c k s s t a t i s t i c a l t e s t s f o r o u t p u t p a r a m e t e r s , 

n i n e i n d e p e n d e n t r u n s w e r e p e r f o r m e d b a s e d o n n i n e s u b s e t s o f 

m i g r a t i o n s m o d e l s ( F i g u r e S N 2 ) . D e f a u l t p a r a m e t e r s d e s c r i b e d b y G r o n a u 

e t a l . ( 2 0 1 1 ) w e r e u s e d t o r u n t h e a n a l y s i s ( a = 1 . 0 a n d a P = 1 0 , 0 0 0 f o r 
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m u t a t i o n - s c a l e d p o p u l a t i o n s i z e s a n d d i v e r g e n c e t i m e s , a n d a = 0 . 0 0 2 a n d 

P = 0 . 0 0 0 0 1 f o r m u t a t i o n - s c a l e d m i g r a t i o n r a t e s ) . T h e f i n e t u n e s a r g u m e n t 

w a s s e t o n T R U E i n t h e c o n t r o l f i l e , a n d t h e M C M C w a s s e t t o r u n 

2 0 0 , 0 0 0 i t e r a t i o n s . T h e f i r s t 1 0 0 , 0 0 0 w e r e b u r n - i n i t e r a t i o n s , l e a v i n g t h e 

l a s t 1 0 0 , 0 0 0 i t e r a t i o n s f o r a n a l y s i s ; t h e a n a l y s i s s a m p l e s w e r e t a k e n e a c h 

t e n i t e r a t i o n s . A d d i t i o n a l l y , tau-theta-print= 1 0 , 0 0 0 w a s u s e d t o s c a l e u p 

t h e r a w e s t i m a t e s b e c a u s e t h e s m a l l e s t e s t i m a t e s w e r e b e l o w t h e 

r e s o l u t i o n t h r e s h o l d . L a t e r , t o c a l i b r a t e G - P h o C S r a w e s t i m a t e s , w e 

a d o p t e d t h e a p p r o a c h b y F r e e d m a n et al. ( 2 0 1 4 ) , a n d w e u s e d t h e 

m u t a t i o n r a t e o f r e l a t e d s p e c i e s F. albicollis ( j U = 4 . 6 E - 9 ; S m e d s e t a l . 

2 0 1 6 ) a n d t h e e s t i m a t e d G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s g e n e r a t i o n t i m e o f 4 . 5 

y e a r s ( G r a n t e t a l . 2 0 0 0 ) . 

Effect of island size on genetic diversity, inbreeding and genetic load 

T o a s s e s s t h e e f f e c t o f i s l a n d s i z e o n g e n e t i c d i v e r s i t y , i n b r e e d i n g , a n d 

g e n e t i c l o a d , w e u s e d r e g r e s s i o n m o d e l s f i t t i n g v a r i o u s p o p u l a t i o n g e n e t i c 

i n d i c e s b y i s l a n d s i z e . W e c a l c u l a t e d t h e n u m b e r o f h e t e r o z y g o u s 

p o s i t i o n s p e r c a l l a b l e s i t e w i t h i n t h e n e u t r a l o m e a s a m e a s u r e o f n e u t r a l 

g e n e t i c d i v e r s i t y p e r i n d i v i d u a l . W e c a l c u l a t e d p o p u l a t i o n n u c l e o t i d e 

d i v e r s i t y i n a w i n d o w b a s e d a n a l y s i s u s i n g a l O k b w i n d o w s i z e i n 

V C F T o o l s ( s e e d e t a i l s i n S u p p l e m e n t a r y n o t e s ) . I n d i v i d u a l l e v e l o f 

i n b r e e d i n g w a s a s s e s s e d b y a n a l y s i s r u n s o f h o m o z y g o s i t y ( R O H ) 

i d e n t i f i e d u s i n g t h e B C F t o o l s / R O H m e t h o d i n b c f t o o l s v . 1 . 9 

( N a r a s i m h a n e t a l . 2 0 1 6 ) . R O H s w i t h a q u a l i t y l o w e r t h a n 3 0 w e r e 

r e m o v e d . T h e i n b r e e d i n g i n d e x ( F R 0 H ) w a s c a l c u l a t e d b a s e d o n t h e 

B C F t o o l s r e s u l t a s a f r a c t i o n o f t h e g e n o m e c o v e r e d b y l o n g R O H s o v e r 1 

m i l l i o n b a s e p a i r s ( M b p ) ( M c Q u i l l a n e t a l . 2 0 0 8 ) . A s a n a l t e r n a t i v e 

a p p r o a c h t o e s t i m a t e t h e e f f e c t o f i n b r e e d i n g , w e c a l c u l a t e d l i n k a g e 

d i s e q u i l i b r i u m f o r e a c h p o p u l a t i o n u s i n g P o p L D d e c a y v 3 . 4 1 ( Z h a n g e t a l . 

2 0 1 9 ) w i t h d e f a u l t p a r a m e t e r s . W e a l s o a n a l y s e d t h e e f f e c t o f i s l a n d s i z e 

o n t h e s e p o p u l a t i o n g e n e t i c i n d i c e s i n t h e s a m e w a y a s a b o v e . 
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T h e r e a r e s e v e r a l i n d i c e s o f g e n e t i c l o a d t h a t c a p t u r e t h e p o t e n t i a l c o s t s 

o f s e l e c t i o n ( B e r t o r e l l e e t a l . 2 0 2 2 ) . W e s e l e c t e d t w o r e l a t i v e l y 

s t r a i g h t f o r w a r d i n d i c e s t h a t r e f l e c t t w o m o d e s o f d o m i n a n c e a n d a s s u m e 

t h a t t h e m a j o r i t y o f n o n - s y n o n y m o u s m u t a t i o n s a r e p a r t i a l l y d e l e t e r i o u s 

( E y r e - W a l k e r & K e i g h t l e y 2 0 0 7 ) . F i r s t , w e u s e d t h e n u m b e r o f d e r i v e d 

n o n - s y n o n y m o u s a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l , a s s u m i n g a n a d d i t i v e e f f e c t o f 

d e l e t e r i o u s a l l e l e s ( h o m o z y g o u s g e n o t y p e s a r e c o u n t e d t w i c e ) . W e a r e 

a w a r e t h a t t h e m a j o r i t y o f d e l e t e r i o u s a l l e l e s c o u l d b e r e c e s s i v e ( C r o w 

1 9 9 3 , H u b e r e t a l . 2 0 1 8 ) a n d t h e r e f o r e t h i s ' a d d i t i v e l o a d ' r e f l e c t s b o t h t h e 

m a s k e d p o t e n t i a l o f d e l e t e r i o u s a l l e l e s a s w e l l a s t h e i r r e a l i s e d e f f e c t ( i . e . 

t o t a l l o a d i n t h e s e n s e o f B e r t o r e l l e e t a l . 2 0 2 2 ) . S e c o n d , w e u s e d t h e t o t a l 

n u m b e r o f h o m o z y g o u s g e n o t y p e s w i t h d e r i v e d n o n - s y n o n y m o u s a l l e l e 

p e r i n d i v i d u a l ( c o u n t i n g o n l y h o m o z y g o u s g e n o t y p e s ) . I f w e a s s u m e t h a t 

d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s a r e r e c e s s i v e , t h i s i n d e x r e f l e c t s r e a l i z e d o r 

r e c e s s i v e l o a d ( S i m o n s & S e l l a 2 0 1 6 , B e r t o r e l l e et al. 2 0 2 2 ) . A s a 

d i s t r i b u t i o n o f d o m i n a n c e i s a r a t h e r u n k n o w n f a c t o r i n g e n e t i c l o a d 

e s t i m a t i o n , t h e s e t w o i n d i c e s r e f l e c t t w o e d g e c a s e s . F o r t h e l o a d 

c a l c u l a t i o n w e i n f e r r e d a l l e l i c s t a t e ( d e r i v e d o r a n c e s t r a l ) b y E s t - s f s v . 

2 . 0 3 ( K e i g h t l e y & J a c k s o n , 2 0 1 8 ) u s i n g i n f o r m a t i o n f r o m c o m m o n 

s t a r l i n g (Sturnus vulgaris) a n d n o r t h e r n m o c k i n g b i r d ( M . polyglottos) a s 

o u t g r o u p s ( S e e d e t a i l s o f p o l a r i s a t i o n i n S u p p l e m e n t a r y n o t e s ) . T h e e f f e c t 

o f d e r i v e d a l l e l e s w a s a n a l y s e d b y S n p e f f 4 . 3 ( C i n g o l a n i e t a l . 2 0 1 2 ) a n d 

t h e c o u n t s o f d e r i v e d a l l e l e s w e r e n o r m a l i s e d b y t h e n u m b e r o f c a l l a b l e 

s i t e s t o a c c o u n t f o r t h e v a r i a n c e i n s e q u e n c i n g c o v e r a g e . 

F i n a l l y , w e c a r r i e d o u t a r e g r e s s i o n b e t w e e n t h e i s l a n d s i z e a n d t h e 

a f o r e m e n t i o n e d i n d i c e s i n R v e r . 3 . 5 ( R c o r e t e a m 2 0 1 8 ) . A l i n e a r 

r e g r e s s i o n m o d e l w a s u s e d f o r a l l i n d i c e s a s t h e y a l l s h o w e d r e l a t i v e l y 

n o r m a l d i s t r i b u t i o n . I n t h e c a s e o f i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t , w e f o u n d a n 

e x p o n e n t i a l r e l a t i o n s h i p w i t h i s l a n d s i z e a n d t h e r e f o r e w e u s e d a 

n o n l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l ( N o n l i n e a r L e a s t S q u a r e s m o d e l ) . 
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Results 

Genome assembly, annotation and re-sequencing 

W e a s s e m b l e d t h e g e n o m e o f M . melanotis a n d s u b s e q u e n t l y c a l l e d 

g e n o t y p e s o f s e l e c t e d 2 7 i n d i v i d u a l s o f M . parvulus, M. trifasciatus a n d 

M . polyglottos. F o r t h e g e n o m e a s s e m b l y , w e g e n e r a t e d — 8 3 0 m i l l i o n 

p a i r e d - e n d ( P E ) r e a d s w i t h a m e a n l e n g t h o f 1 3 9 . 5 b p r e s u l t i n g i n a 

g e n o m e e f f e c t i v e c o v e r a g e o f 4 2 . 4 X . W e g e n e r a t e d i n i t i a l g e n o m e 

a s s e m b l y c o n s i s t i n g o f 8 3 0 l o n g s c a f f o l d s ( > 1 0 k b ) , a n d a n N 5 0 o f c o n t i g 

a n d s c a f f o l d s i z e s o f 7 4 . 5 K b , a n d 7 . 5 5 M b r e s p e c t i v e l y . T h e t o t a l l e n g t h 

o f o u r a s s e m b l e d g e n o m e w a s — 9 8 0 M b . L o w f r a g m e n t a t i o n o f t h e d r a f t 

a l l o w e d u s t o a s s e m b l e t h e g e n o m e t o a c h r o m o s o m a l l e v e l b y 

w h o l e - g e n o m e s y n t e n y a l i g n m e n t u s i n g t h e g e n o m e o f F. albicollis 

( F i c A l b l . 5 ) a s a r e f e r e n c e . C h r o m o s o m a l a s s e m b l y r e s u l t e d i n 2 9 

a u t o s o m a l p s e u d o - c h r o m o s o m e s , a p s e u d o - c h r o m o s o m e Z , a s i n g l e 

l i n k a g e g r o u p ( L G E 2 2 ) , a n d f o u r s u p e r - s c a f f o l d s . O u r a n n o t a t i o n 

a p p r o a c h e s t a b l i s h e d t h e h o m o l o g o u s l o c a t i o n o f 1 5 , 7 5 0 g e n e s a l o n g t h e 

c h r o m o s o m e s w i t h a g e n e l e n g t h m e a n o f ~ 1 1 . 5 K b . A l m o s t a l l t h e s e 

a n n o t a t i o n s ( ~ 9 9 % ) h a d A n n o t a t i o n E d i t D i s t a n c e ( A E D ) s c o r e s o f < 0 . 5 , 

r e v e a l i n g a h i g h a c c u r a c y i n t h e p r e d i c t i o n o f g e n e m o d e l s e x c l u s i v e l y 

b a s e d o n h o m o l o g y . A f t e r a t r a n s c r i p t o m e - b a s e d g e n e m o d e l a d j u s t m e n t 

a n d p r e d i c t i o n o f u n i d e n t i f i e d g e n e s , t h e f i n a l a s s e m b l y r e s u l t e d i n 1 8 , 6 6 9 

g e n e s w i t h a m e a n g e n e l e n g t h o f 1 1 . 7 K b . F r o m 1 8 , 6 6 9 g e n e m o d e l s , 

9 5 , 4 % w e r e u n d e r t h e 0 . 5 A E D s c o r e . B U S C O a s s e s s m e n t s h o w e d 

8 9 . 2 1 % g e n e a n n o t a t i o n c o m p l e t e n e s s , t h e r e s t o f t h e g e n e a n n o t a t i o n s 

w e r e e i t h e r f r a g m e n t e d ( 4 . 4 % ) o r m i s s i n g ( 6 . 4 4 % ) . T h e a m o u n t o f 

r e p e t i t i v e e l e m e n t s w a s 6 . 5 9 % . A l l a s s e m b l y a n d a n n o t a t i o n r e s u l t s a r e 

d e s c r i b e d i n d e t a i l i n G e n o m e s u p p l e m e n t a r y n o t e s . 

H i g h - t h r o u g h p u t s e q u e n c i n g a n d v a r i a n t c a l l i n g p i p e l i n e r e s u l t e d i n a 

r e l i a b l e g e n o t y p e d a t a s e t f o r a l l 2 4 i n d i v i d u a l s o f M . parvulus a n d M . 
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trifasciatus a n d t h r e e i n d i v i d u a l s o f M . polyglottos. O u r f i n a l d a t a s e t 

c o n s i s t e d o f 8 . 6 M b i a l l e l i c S N P s w i t h a n a v e r a g e c o v e r a g e o f 2 4 . 8 X , a n d 

t h e s e q u e n c i n g d a t a c o v e r e d 8 5 . 9 % o f a l l s i t e s i n o u r r e f e r e n c e g e n o m e 

( d e t a i l s o f r e s e q u e n c i n g a n d v a r i a n t c a l l i n g i n S u p p l e m e n t a r y T a b l e S I 

a n d S 2 ) . 

Phylogenetic relationships and population structure. 

T h e m a x i m u m l i k e l i h o o d t r e e s h o w e d M . trifasciatus a n d M . parvulus t o 

f o r m r e c i p r o c a l l y m o n o p h y l e t i c g r o u p s , w i t h t w o h i g h l y ( B S > 9 9 ) 

s u p p o r t e d c l a d e s w i t h i n t h e l a t t e r s p e c i e s ( F i g u r e 1 C ) . T h e f i r s t c l a d e 

w i t h i n M . parvulus i n c l u d e s i n d i v i d u a l s f r o m P i n t a , M a r c h e n a a n d S a n t a 

C r u z i s l a n d s ( P M S c l a d e ) , w h i l e t h e s e c o n d c l a d e g r o u p s I s a b e l a s a m p l e s 

w i t h t h e n o r t h e r n i s l a n d s o f D a r w i n a n d W o l f ( D W I c l a d e ) . T h e 

r e l a t i o n s h i p s a m o n g i s l a n d s i n t h e f i r s t c l a d e ( ( M , S ) P ) a r e h i g h l y 

s u p p o r t e d ( B S > 9 7 ) , w i t h t h e t o p o l o g y o f t h e s e c o n d c l a d e n o t w e l l 

r e s o l v e d ( B S < 8 0 ) . T h e n e t w o r k a n a l y s i s ( F i g u r e I B ) r e v e a l e d s m a l l 

b a s a l r e t i c u l a t i o n s r e s t r i c t e d t o t h e D W I c l a d e . T w i s s t a n a l y s i s s h o w e d 

t h a t p h y l o g e n e t i c r e l a t i o n s h i p s w i t h i n P M S a n d D W I c l a d e s a r e h i g h l y 

u n r e s o l v e d w i t h a l m o s t e q u a l p r o p o r t i o n s o f g e n o m i c w i n d o w s 

s u p p o r t i n g a l l p o s s i b l e t o p o l o g i e s w i t h i n b o t h c l a d e s ( F i g u r e S I , S 2 ) . I n 

s p i t e o f t h e i n c o m p l e t e l i n e a g e s o r t i n g , A D M I X T U R E a n a l y s i s s u p p o r t e d 

o u r i n i t i a l h y p o t h e s e s t h a t e a c h p o p u l a t i o n f o r m s a d i s t i n c t c l u s t e r , 

s u g g e s t i n g t h e p o p u l a t i o n s r e p r e s e n t a s e t o f d i s c r e t e u n i t s c h a r a c t e r i s e d 

b y d i f f e r e n t f r e q u e n c i e s o f s e g r e g a t i n g a l l e l e s ( F i g u r e 1 A ) . T h e m o d e l 

w i t h t h e l o w e s t c r o s s v a l i d a t i o n e r r o r ( 0 . 6 5 ) , K = 7 , s h o w s e a c h p o p u l a t i o n 

a s a g r o u p , w i t h t h e e x c e p t i o n o f S a n t a C r u z a n d M a r c h e n a w h i c h w e r e 

m e r g e d . H o w e v e r , t h e m o d e l i n w h i c h e a c h o f t h e i s l a n d s r e p r e s e n t s a 

u n i q u e g e n e t i c c l u s t e r ( K = 8 ) e x h i b i t e d t h e s e c o n d l o w e s t e r r o r r a t e ( 0 . 7 0 ) , 

m a r k e d l y l o w e r t h a n a n y o t h e r K v a l u e s ( > 0 . 7 5 ) . T h e f a c t t h a t e a c h i s l a n d 

f o r m s a d i s t i n c t p o p u l a t i o n w a s a l s o s u p p o r t e d b y c l u s t e r i n g s a m p l e s 

f r o m e a c h i s l a n d i n t o d i s c r e t e c l u s t e r s i n a p r i n c i p a l c o m p o n e n t a n a l y s i s 

( F i g u r e S 4 ) . 
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Figure 1 A ) P o p u l a t i o n s t r u c t u r e b a r p l o t a t K = 8 g e n e r a t e d b y 

A D M I X T U R E . I n d i v i d u a l b a r s r e p r e s e n t a n c e s t r y p r o p o r t i o n s . I n o u r 

c a s e p o p u l a t i o n s f o r m c o m p l e t e l y n o n - a d m i x e d d e m e s B ) S p l i t n e t w o r k 

o f m o c k i n g b i r d i n d i v i d u a l s b a s e d o n N e i ' s g e n e t i c d i s t a n c e s b u i l t b y t h e 

N e i g h b o u r - N e t a l g o r i t h m . C ) M a x i m u m l i k e l i h o o d t r e e f o r Mimus 

m o c k i n g b i r d s b a s e d o n 7 , 2 4 5 u n l i n k e d p u t a t i v e l y n e u t r a l S N P s . B o o t s t r a p 

v a l u e s a b o v e e a c h b r a n c h a r e b a s e d o n 1 , 0 0 0 i t e r a t i o n s . T h r e e m a j o r 

c l a d e s a r e r e c o g n i z e d : t h e M . parvulus n o r t h - w e s t p o p u l a t i o n s c l a d e 

( o r a n g e - D W I ) , t h e M . parvulus e a s t p o p u l a t i o n s c l a d e ( r e d - P M S ) , a n d 

t h e M . trifasciatus c l a d e ( b l u e ) . 
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Demography 

A l l t h r e e m e t h o d s w e u s e d t o e s t i m a t e p a s t e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) 

( i . e . , R e l a t e , M S M C 2 a n d S M C + + ) p o i n t e d t o a r e l a t i v e l y s i m i l a r r e s u l t 

( F i g u r e 2 , F i g u r e S 5 , F i g u r e S 6 ) , c o n c e r n i n g c o l o n i s a t i o n b o t t l e n e c k . 

B e t w e e n 1 0 - 1 M y a , a l l p o p u l a t i o n s f o l l o w e d a n a l m o s t i d e n t i c a l N e 

t r a j e c t o r y w i t h a p o t e n t i a l c o l o n i s a t i o n b o t t l e n e c k b e t w e e n 1 - 2 m i l l i o n 

y e a r s a g o ( M y a ) ( F i g u r e 2 A ) . I n t h a t p e r i o d , N e f e l l f r o m a r o u n d 1 0 0 , 0 0 0 

t o 5 0 , 0 0 0 . S h o r t l y a f t e r , p o p u l a t i o n s s t a r t e d t o d i v e r g e i n t h e i r N e 

t r a j e c t o r i e s . I n a l l M . parvulus p o p u l a t i o n s , t h e r e i s a n i n c r e a s e i n s i z e 

f o l l o w i n g t h e b o t t l e n e c k ( i n s o m e c a s e s b a c k t o 1 0 0 , 0 0 0 ) , b u t l a t e r a r o u n d 

1 0 0 t h o u s a n d y e a r s a g o ( K y a ) a l l p o p u l a t i o n s e x c e p t S a n t a C r u z a n d 

I s a b e l a s t a r t t o d e c l i n e . I n M . trifasciatus t h e r e i s e v i d e n t d e c l i n e r i g h t 

a f t e r t h e c o l o n i s a t i o n b o t t l e n e c k a n d f u r t h e r d e c l i n e f o l l o w s i n m o r e 

r e c e n t t i m e ( 5 0 K y a o r 1 0 K y a d e p e n d i n g o n t h e m e t h o d ) . T h e r e l a t i v e 

c r o s s - c o a l e s c e n c e r a t e b e t w e e n p o p u l a t i o n s s h o w e d o n e p a n m i c t i c 

p o p u l a t i o n b e f o r e 1 M y a w h e r e t h e c r o s s - c o a l e s c e n t r a t e e q u a l s t h e 

p o p u l a t i o n c o a l e s c e n t r a t e . B u t a f t e r 1 M y a t h e c r o s s - c o a l e s c e n t r a t e 

r a p i d l y d e c r e a s e s i n d i c a t i n g d e c r e a s i n g c o n n e c t i v i t y b e t w e e n i s l a n d s , 

w i t h t h e l a t e s t s p l i t o c c u r r i n g b e t w e e n t h e t w o p o p u l a t i o n s o f t h e M . 

trifasciatus a r o u n d 1 0 0 K y a ( F i g u r e 2 ) . 

R e c e n t N e e s t i m a t e s w e r e s l i g h t l y d i f f e r e n t a c r o s s a l l m e t h o d s u s e d , 

h o w e v e r t h e g e n e r a l p a t t e r n o f r e d u c t i o n o f s i z e i n t h e l a s t 1 0 0 K y a w a s 

r e c o v e r e d b y e a c h o f t h e a p p r o a c h e s . W h i l e R e l a t e s h o w e d a g r a d u a l 

d e c r e a s e i n p o p u l a t i o n s i z e b e t w e e n 5 0 t o 3 K y a f o l l o w e d b y a 

s t a b i l i s a t i o n t o w a r d s t h e p r e s e n t , S M C + + s u g g e s t e d a m o r e r a p i d 

d e c r e a s e e s p e c i a l l y i n I s a b e l a a n d S a n t a C r u z s t a r t i n g i n t h e l a s t 1 0 K y a . 

P i n t a , M a r c h e n a , W o l f a n d D a r w i n p o p u l a t i o n s s h o w e d a n i n c r e a s e i n 

p o p u l a t i o n s i z e s b e t w e e n 3 0 0 t o 1 0 K y a b a s e d o n S M C + + ( F i g u r e S 6 ) . 

E s t i m a t e s b a s e d o n M S M C a r e a l s o m o r e e r r a t i c t o w a r d s p r e s e n t . N e 

e s t i m a t e s i n s m a l l p o p u l a t i o n s c o u l d n o t b e e s t i m a t e d b e y o n d 2 0 0 K y a , 
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m o s t l i k e l y d u e t o t h e l i m i t e d a m o u n t o f g e n e a l o g i c a l i n f o r m a t i o n a n d t h e 

m e t h o d o l o g i c a l l i m i t a t i o n s . I m p o r t a n t l y , t h e h a r m o n i c m e a n o f N e 

e s t i m a t e d u s i n g Relate s h o w e d a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w i t h i s l a n d s i z e 

( P e a r s o n ' s r h o 0 . 6 6 ) . I n a d d i t i o n , t h e h a r m o n i c m e a n s e s t i m a t e s o f N e 

w e r e a l s o c o n g r u e n t w i t h G - P h o C S ( T a b l e S 9 ) . 
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Figure 2 D e m o g r a p h i c h i s t o r y i n f e r r e d b y t h e p r o g r a m R e l a t e f o r e a c h 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n a n d t h e i r . A ) E s t i m a t e o f N e b a s e d o n t h e j o i n t 

i n f o r m a t i o n f r o m a l l a u t o s o m a l c h r o m o s o m e s ( r e s u l t s f r o m i n d i v i d u a l 
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c h r o m o s o m e s i n F i g u r e S 7 ) . E a c h l i n e i n t h e g r a p h r e p r e s e n t s a d i f f e r e n t 

p o p u l a t i o n a s i n d i c a t e d i n t h e l e g e n d . B ) P a s t l e v e l s o f i n t e r c o n n e c t i o n 

b e t w e e n a s u b s e t o f p o p u l a t i o n p a i r s . T h e i n t e r c o n n e c t i o n i s r e p r e s e n t e d 

b y t h e r a t i o o f w i t h i n - p o p u l a t i o n c o a l e s c e n t r a t e o v e r b e t w e e n - p o p u l a t i o n 

c o a l e s c e n t r a t e . E q u i t y b e t w e e n t h e s e r a t e s b e f o r e 1 M y a i n d i c a t e s t h a t 

t h e p a i r f o r m e d a p a n m i c t i c p o p u l a t i o n w h i l e t h e d e c r e a s e t o w a r d s t h e 

p r e s e n t i n d i c a t e s i n c r e a s i n g s e p a r a t i o n . R e l a t i v e c o a l e s c e n t r a t e s b e t w e e n 

a l l t h e p a i r s a r e a v a i l a b l e i n s u p p o r t i n g i n f o r m a t i o n ( F i g u r e S 8 ) . 

P o p u l a t i o n a b b r e v i a t i o n s a r e a s i n F i g u r e 1 . 

W h i l e R e l a t e s h o w e d a c o n t i n u a l d e c r e a s e o f r e l a t i v e c r o s s - c o a l e s c e n t 

r a t e s ( c o n n e c t e d n e s s ) o f p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 2 B ) , w i t h G - P h o C S w e w e r e 

a b l e t o e s t i m a t e t h e s p l i t t i m e s m o r e p r e c i s e l y a n d a l s o a n a l y s e 

s u b s e q u e n t m i g r a t i o n r a t e s . I m p o r t a n t l y , G - P h o C S e s t i m a t e s f o r t h e t a (0) 

a n d t a u ( T ) w e r e c o n s i s t e n t f o r a l l m i g r a t i o n m o d e l s t e s t e d , i n d i c a t i n g 

g o o d r e l i a b i l i t y o f t h e o b t a i n e d r e s u l t s . E f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e o f t h e 

p a s t a n c e s t r a l p o p u l a t i o n s e s t i m a t e d b y G - P h o C S r o u g h l y f o l l o w e d t h e 

t r a j e c t o r i e s f r o m R e l a t e a n d S M C + + ( F i g u r e 3 ) . O n c e l a r g e a n c e s t r a l 

p o p u l a t i o n g a v e r i s e t o s m a l l e r p o p u l a t i o n s w i t h N e t i g h t l y l i n k e d w i t h 

i s l a n d s i z e ( F i g u r e 3 b ) . T i m e s p l i t s o f t h e p o p u l a t i o n s a r e a l s o c o n s i s t e n t 

w i t h t h e s e q u e n c e o f s p l i t s i n d i c a t e d b y R e l a t e . T h e s p l i t b e t w e e n M . 

parvulus a n d M . trifasciatus o c c u r r e d 4 2 8 (±10) K y a , w i t h t h e f i r s t 

d i v e r g e n c e w i t h i n t h e M . parvulus c l a d e e s t i m a t e d a t 6 4 (±3) K y a , 

s p l i t t i n g t h e c e n t r a l p o p u l a t i o n s ( P M S c l a d e ) a n d t h e w e s t e r n p o p u l a t i o n s 

( D W I c l a d e ) . I m m e d i a t e l y a f t e r , 6 2 (±3) K y a , t h e P M S c l a d e d i v e r g e d 

r e s u l t i n g i n t h e c u r r e n t p o p u l a t i o n o f S a n t a C r u z a n d t h e a n c e s t r a l 

p o p u l a t i o n f o r P i n t a a n d M a r c h e n a . A t 4 3 (±4) K y a , t h e D W I c l a d e 

d i v e r g e d g i v i n g r i s e t o t h e c u r r e n t p o p u l a t i o n s o n I s a b e l a a n d t h e 

a n c e s t r a l p o p u l a t i o n s o n D a r w i n a n d W o l f . T h e s p l i t s b e t w e e n P i n t a a n d 

M a r c h e n a a n d D a r w i n a n d W o l f o c c u r r e d 1 5 (±2) a n d 5 (±1) K y a , 

r e s p e c t i v e l y ( F i g u r e 3 c ) . F i n a l l y , t h e m o s t r e c e n t s p l i t o c c u r r e d b e t w e e n 

t h e r e m n a n t p o p u l a t i o n s o f M . trifasciatus C h a m p i o n a n d G a r d n e r b y 

F l o r e a n a 2 4 7 (±129) y e a r s a g o . I n t e r e s t i n g l y , p o s t d i v e r g e n c e m i g r a t i o n 
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r a t e s w e r e e x t r e m e l y l o w ( T a b l e S 8 ) w i t h t h e t o t a l m i g r a t i o n r a t e f o r a l l 
m i g r a t i o n s a v e r a g i n g l o w e r t h a n 1 0 " 3 m i g r a n t s p e r t o t a l d u r a t i o n o f a 
m i g r a t i o n b a n d . 

10 l e 2 l e 3 Le4 l e 5 l e 6 LW IM FM FM PARV 

Island S e e (ha) N x i e 

Figure 3 O v e r a l l e s t i m a t e s f r o m a l l G - P h o C S t e s t e d m o d e l s f o r 

p o p u l a t i o n s i z e a n d d i v e r g e n c e . A ) C a l i b r a t e d e s t i m a t e s f o r p o p u l a t i o n 

s i z e a n d d i v e r g e n c e t i m e s w i t h i n t h e t e s t e d p h y l o g e n e t i c t o p o l o g y . B ) 
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C o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e o f t h e c u r r e n t 

p o p u l a t i o n s a n d i s l a n d s i z e ( p < 0 . 0 0 0 , R = 0 . 9 5 3 ) . C ) D i v e r g e n c e t i m e s 

w i t h i n t h e M . parvulus c l a d e . A l l v a l u e s a r e s h o w n i n T a b l e s S 3 - S 8 . 

Island size determines, genetic diversity, inbreeding and genetic load 

W e f o u n d t h a t i s l a n d s i z e w a s a s i g n i f i c a n t p r e d i c t o r o f a l l i n d i c e s o f 

g e n e t i c d i v e r s i t y , i n b r e e d i n g , a n d g e n e t i c l o a d . N e u t r a l o m e 

h e t e r o z y g o s i t y s p a n n e d t w o o r d e r s o f m a g n i t u d e f r o m 4 . 3 e - 5 i n 

C h a m p i o n t o 1 . 3 e - 3 i n S a n t a C r u z a n d p o s i t i v e l y c o r r e l a t e d w i t h i s l a n d 

s i z e ( p < 0 . 0 0 0 , R = 0 . 8 9 , F i g u r e 5 ) . T h i s r e s u l t i s m i r r o r e d b y g e n o m e - w i d e 

n u c l e o t i d e d i v e r s i t y ( p < 0 . 0 0 0 , R = 0 . 9 3 , F i g u r e S 9 ) . O n t h e o t h e r h a n d , 

i n b r e e d i n g i n f e r r e d b y r u n s o f h o m o z y g o s i t y s h o w e d a n e g a t i v e 

c o r r e l a t i o n w i t h i s l a n d s i z e a n d t h e r e l a t i o n s h i p w a s e x p o n e n t i a l , w i t h 

s m a l l i s l a n d , C h a m p i o n c h a r a c t e r i s e d b y e x t r e m e l e v e l s o f i n b r e e d i n g 

( F R O H = 0 . 6 2 ) . O t h e r s m a l l p o p u l a t i o n s ( F , D , W ) a l s o s h o w e d h i g h l e v e l s 

o f i n b r e e d i n g ( F R 0 H = 0 . 2 2 , 0 . 2 3 , 0 . 1 2 , r e s p e c t i v e l y ) w i t h i n t e r m e d i a t e a n d 

l a r g e p o p u l a t i o n s s h o w i n g a l m o s t z e r o i n b r e e d i n g ( F R 0 H < 0 . 0 0 9 ) . T h e 

o n l y b i r d s w i t h a R O H o v e r 3 M b p a r e t h o s e o f t h e s m a l l i s l a n d s ( C , F , D , 

a n d W ) . O n C h a m p i o n , i n d i v i d u a l s c o n t a i n e d b e t w e e n 7 5 - 1 0 0 l o n g R O H 

( > 2 M b p ) o n a v e r a g e , w h e r e a s b i r d s f r o m D a r w i n a n d W o l f c o n t a i n e d 2 6 

R O H o n a v e r a g e p e r i n d i v i d u a l . T h e s e l a t e r p o p u l a t i o n s , o n t h e o t h e r 

h a n d , w e r e c h a r a c t e r i s e d w i t h a h i g h f r e q u e n c y o f s h o r t e r R O H s ( 0 . 1 - 0 . 5 

K b p ) o n a v e r a g e 1 2 2 4 p e r i n d i v i d u a l ( F i g u r e 4 ) . A n a l y s i s o f l i n k a g e 

d i s e q u i l i b r i u m s h o w e d t h a t t h e a m o u n t o f l i n k a g e i s c o r r e l a t e d w i t h 

i s l a n d s i z e (R= - 0 . 9 0 5 , p < 0 . 0 1 , F i g u r e S 1 0 ) . 
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Figure 4 R u n s o f H o m o z y g o s i t y ( R O H ) d i s t r i b u t i o n b y i s l a n d ( r e d : M . 

trifasciatus p o p u l a t i o n s , b l u e : M . parvulus p o p u l a t i o n s ) . A ) D i s t r i b u t i o n s 

a r e a r r a n g e d b y i s l a n d s i z e w i t h l a r g e s t i s l a n d s o n t h e t o p . I s l a n d n a m e a s 

f o l l o w s : C : C h a m p i o n , F : G a r d n e r b y F l o r e a n a , D : D a r w i n , W : W o l f , P : 

P i n t a , M : M a r c h e n a , S : S a n t a C r u z , I : I s a b e l a ) B ) T o t a l R O H s s t a c k e d 

b a r s f o r e a c h i s l a n d d i v i d e d i n f o u r l e n g t h c a t e g o r i e s e a c h ( l i g h t t o d a r k : 

< 0 . 5 , 0 . 5 - 1 , 1 - 2 , > 2 M b p ) l o n g e s t R O H s c a t e g o r y c o r r e s p o n d t o > 2 

M b p ) . 

W e o b s e r v e d a n e g a t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e n u m b e r o f d e r i v e d 

h o m o z y g o u s n o n - s y n o n y m o u s g e n o t y p e s a n d i s l a n d s i z e ; i n o t h e r w o r d s 

r e c e s s i v e g e n e t i c l o a d d e c r e a s e s w i t h i s l a n d s i z e ( F i g u r e 5 , p < 0 . 0 0 0 , 

R - a d j = 0 . 8 9 ) . C o n v e r s e l y , t h e t o t a l n u m b e r o f n o n - s y n o n y m o u s d e r i v e d 

a l l e l e s s h o w e d a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w i t h i s l a n d s i z e w h e n M . trifasciatus 

w a s e x c l u d e d ( p < 0 . 0 0 0 , R - a d j = 0 . 6 2 ) , i n d i c a t i n g t h a t a d d i t i v e g e n e t i c l o a d 

i n c r e a s e s w i t h p o p u l a t i o n s i z e . M . trifascitus s h o w e d s i m i l a r h i g h v a l u e s , 

w h i c h o n a v e r a g e o v e r c o m e s t h e h i g h e s t v a l u e e s t i m a t e d f o r M . parvulus 

( F i g u r e 5 D ) . 
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Figure 5 R e g r e s s i o n m o d e l s b e t w e e n i n d i v i d u a l g e n e t i c i n d i c e s a n d 

i s l a n d s i z e . A ) M e a n n u m b e r o f h e t e r o z y g o u s S N P s p e r k b ) . B ) 

I n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t b a s e d o n t h e f r e q u e n c y o f l o n g r u n s o f 

h o m o z y g o s i t y ( > I M b p ) i n t h e g e n o m e ; C ) R e c e s s i v e l o a d : t h e t o t a l 

n u m b e r o f h o m o z y g o u s g e n o t y p e s w i t h a d e r i v e d n o n - s y n o n y m o u s a l l e l e ; 

D ) A d d i t i v e l o a d : t h e t o t a l n u m b e r o f d e r i v e d n o n - s y n o n y m o u s a l l e l e s 

( M . trifasciatus p o p u l a t i o n s w e r e e x c l u d e d f r o m a d d i t i v e l o a d r e g r e s s i o n 
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m o d e l ) . F o r r e f e r e n c e , e a c h s p e c i e s w a s c o l o u r c o d e d , r e d f o r M . 

trifasciatus a n d b l a c k f o r M . parvulus. 

Discussion 

W e g e n e r a t e d o n e h i g h q u a l i t y r e f e r e n c e g e n o m e a n d 2 7 r e s e q u e n c e d 

g e n o m e s t o i n v e s t i g a t e g e n e t i c a n d d e m o g r a p h i c i n d i c e s a c r o s s t h e 

p o p u l a t i o n s o f m o c k i n g b i r d s f r o m t h e G a l a p a g o s i n h a b i t i n g i s l a n d o f 

d i f f e r e n t s i z e s . A n a l y s e s o f p a s t e f f e c t i v e p o p u l a t i o n s i z e ( N e ) r e v e a l e d a 

b o t t l e n e c k t h a t c a n b e p u t a t i v e l y l i n k e d t o c o l o n i s a t i o n o f G a l a p a g o s . 

S u b s e q u e n t l y , p o p u l a t i o n s d i v e r g e d f r o m e a c h o t h e r , a n d N e d e c r e a s e d t o 

t h e c u r r e n t s t a t e , i n t e r e s t i n g l y , n o t d i r e c t l y f o l l o w i n g t h e c o l o n i s a t i o n 

e v e n t b u t l a t e r , w i t h i n t h e l a s t 1 0 0 - 2 0 K y a . W e f o u n d t h a t n u c l e o t i d e 

d i v e r s i t y a n d c u r r e n t N e i s c o r r e l a t e d w i t h i s l a n d s i z e ; h o w e v e r , t r a c e s o f 

s u b s t a n t i a l i n b r e e d i n g i n t h e g e n o m e a r e n o t i c e a b l e o n l y i n t h e s m a l l e s t 

p o p u l a t i o n s o f M . parvulus ( D , W ) a n d M . trifasciatus ( C , F ) . 

I n t e r e s t i n g l y , a d d i t i v e l o a d i s l o w e s t i n t h e s m a l l e s t M . parvulus 

p o p u l a t i o n s s u g g e s t i n g a n e f f e c t o f p u r g i n g i n t h e s e p o p u l a t i o n s . O v e r a l l , 

o u r s t u d y b r i n g s a n o v e l p e r s p e c t i v e t o t h e c o l o n i s a t i o n h i s t o r y o f t h e 

m o c k i n g b i r d s o f t h e G a l a p a g o s a n d s h e d s l i g h t o n t h e g e n o m i c 

c o n s e q u e n c e s o f e v o l u t i o n o n i s o l a t e d o c e a n i c i s l a n d s . 

Demography and colonisation history 

C o l o n i s a t i o n o f a n o c e a n i c i s l a n d i s a c r u c i a l p e r i o d i n t h e e v o l u t i o n a r y 

h i s t o r y o f a n i n s u l a r p o p u l a t i o n . T h i s e v e n t i s c h a r a c t e r i s e d b y a s e v e r e 

p o p u l a t i o n b o t t l e n e c k r e s u l t i n g f r o m t h e i n i t i a l f o u n d e r e v e n t , t h a t u s u a l l y 

l e a v e s a n o t i c e a b l e g e n o m i c f o o t p r i n t . S e v e r a l g e n e t i c s t u d i e s h a v e 

i n v e s t i g a t e d t h e c o l o n i s a t i o n h i s t o r y o f t h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . 

A r b o g a s t e t a l . ( 2 0 0 6 ) b a s e d o n m t D N A d a t a , s h o w e d t h a t t h e o r i g i n o f a l l 

f o u r s p e c i e s i s t h e r e s u l t o f a s i n g l e c o l o n i s a t i o n o f t h e a r c h i p e l a g o b y o n e 

a n c e s t r a l m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n 1 . 6 - 5 . 5 M y a , . A d d i t i o n a l l y , N i e t l i s b a c h 

e t a l . ( 2 0 1 3 ) r e p o r t e d t h e f i r s t s p l i t b e t w e e n M . melanotis-M. macdonaldi 
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a n d M . parvulus-M. trifasciatus t o h a v e o c c u r r e d b e t w e e n 1 4 6 K y a - 1 . 4 

M y a . O u r g e n o m i c d a t a c o r r o b o r a t e t h e h y p o t h e s i s o f t h i s s i n g l e o r i g i n . 

A l t h o u g h w e i n c l u d e d o n l y t w o o u t o f t h e f o u r s p e c i e s g e n o m i c d a t a f r o m 

j u s t a f e w i n d i v i d u a l s c a n r e v e a l p a s t d e m o g r a p h y , b e c a u s e t h e y c o n t a i n 

n o t o n l y t h e t r a c e s o f D N A m u t a t i o n , b u t a l s o r e c o m b i n a t i o n e v e n t s t h a t 

a l l o w r o b u s t i n f e r e n c e o f t h e p a s t c o a l e s c e n t r a t e ( i n v e r s e o f e f f e c t i v e 

p o p u l a t i o n s i z e N e ) b y t h e r e c o n s t r u c t i o n o f a n a n c e s t r a l r e c o m b i n a t i o n 

g r a p h ( S c h i f f e l s & D u r b i n 2 0 1 4 ; T e r h o r s t e t a l . 2 0 1 7 ; S p e i d e l e t a l . 2 0 1 9 ) . 

F u r t h e r m o r e , w e f o u n d t h a t b e t w e e n 1 0 - 1 M y a , t h e a n c e s t r a l p o p u l a t i o n 

o f M . parvulus a n d M . trifasciatus s h o w e d t h e s a m e c o a l e s c e n t r a t e s , t h u s 

f o r m i n g a s i n g l e p a n m i c t i c p o p u l a t i o n ( F i g u r e 2 A ) f o l l o w e d b y a d r o p i n 

N e ( h a l v i n g i n s i z e ) b e t w e e n 2 - 1 M y a , a f t e r w h i c h e a c h p o p u l a t i o n 

s t a r t e d t o f o l l o w d i f f e r e n t t r a j e c t o r i e s , c o r r o b o r a t i n g t h e t i m i n g o f t h e 

s i n g l e c o l o n i s a t i o n e v e n t r e p o r t e d b y A r b o g a s t e t a l . ( 2 0 0 6 ) . 

O u r g e n o m e - w i d e p h y l o g e n e t i c r e c o n s t r u c t i o n r e c o v e r e d t w o 

m o n o p h y l e t i c c l a d e s f o r M . parvulus a n d M . trifasciatus ( F i g u r e 1 ) , 

s u p p o r t i n g p r e v i o u s m u l t i l o c u s - b a s e d t o p o l o g i e s r e c o v e r e d b y A r b o g a s t 

e t a l . ( 2 0 0 6 ) a n d N i e t l i s b a c h e t a l . 2 0 1 3 o v e r t h a t o f S t e f k a e t a l . ( 2 0 1 1 ) , 

w i t h M . trifasciatus n e s t e d w i t h i n M . parvulus. A l t h o u g h a p h y l o g e n e t i c 

t r e e b a s e d o n m i c r o s a t e l l i t e d i s t a n c e d a t a p l a c e d M . trifasciatus s i s t e r t o 

a l l G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 ) w e a d o p t e d t h e 

a s s u m p t i o n t h a t M . trifasciatus a n d M . parvulus a r e s i s t e r s p e c i e s 

( A r b o g a s t e t a l . 2 0 0 6 , N i e t l i s b a c h e t a l . 2 0 1 3 , b u t a l s o S t e f k a e t a l . 2 0 1 1 

b y m t D N A ) i n o r d e r t o f u r t h e r i n t e r p r e t t h e i r d e m o g r a p h i c p a s t i n 

c o m p a r a t i v e m a n n e r . T h e N e o f t h e a n c e s t r a l p o p u l a t i o n o f t h e s e t w o 

s p e c i e s r o u g h l y f o l l o w s t h e s a m e t r a j e c t o r y b e t w e e n 5 - 1 M y a b a s e d o n 

R e l a t e . T h e o t h e r t w o m e t h o d s , M S M C a n d S M C + + , e i t h e r d o n o t s h o w 

t h e c o a l e s c e n t r a t e t h a t d i s t a n t i n t h e p a s t , o r s h o w a s u s p i c i o u s g r o w t h 

s i g n a l i n t h e C h a m p i o n p o p u l a t i o n ( F i g u r e S 5 , S 6 ) , p r o b a b l y d u e t o t h e 

f a c t t h a t t h e r e c e n t e x t r e m e b o t t l e n e c k d i s t o r t s t h e s i g n a l o f p a s t 

b o t t l e n e c k s , w h i c h i s a k n o w n p r o b l e m o f t h e s e m e t h o d s ( T e r h o r s t & 

S o n g 2 0 1 5 ) . W e t h e r e f o r e p r e f e r a b l y i n t e r p r e t t h e r e s u l t s f r o m R e l a t e , 
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w h i c h i s m o r e r o b u s t t o t h i s i s s u e ( S p e i d e l e t a l . 2 0 1 9 ) . M o r e o v e r , i t 

a l l o w s n o t o n l y a r e l i a b l e i n f e r e n c e o f a w i t h i n p o p u l a t i o n c o a l e s c e n t r a t e , 

b u t a l s o i n f e r e n c e o f t h e c o a l e s c e n t r a t e b e t w e e n p o p u l a t i o n s 

( c r o s s - c o a l e s c e n t r a t e ) , w h i c h i s a b l e t o i n d i c a t e p a s t c o n n e c t i v i t y . T h e 

e q u i t y o f t h e s e t w o c o a l e s c e n t r a t e s b e t w e e n a l l t h e p o p u l a t i o n p a i r s f r o m 

5 - 1 M y a i n d i c a t e a p a n m i c t i c p o p u l a t i o n ( F i g u r e 2 B ) . A f t e r 1 M y a t h e 

c r o s s - c o a l e s c e n t r a t e b e t w e e n M . trifasciatus a n d M . parvulus ( F i g u r e 2 B ) 

d r o p s r a p i d l y . T h e r e l a t i v e c o a l e s c e n t r a t e ( c r o s s / i n t r a ) d e c r e a s e s f r o m 1 

t o 0 . 2 5 i n b e t w e e n 1 - 0 . 5 M y a a n d r e a c h e s a l m o s t z e r o ( f u l l d i v e r g e n c e ) 

a t 1 0 0 K y a . G P h o C S i n f e r e n c e i n d i c a t e d a s p l i t t i m e b e t w e e n t h e s p e c i e s 

o f 4 2 8 K y a , w h i c h i s c o n g r u e n t w i t h t h e c r o s s - c o a l e s c e n t r a t e , t h a t 

c a p t u r e s t h e g r a d u a l i t y o f t h e d i v e r g e n c e p r o c e s s . N e o f b o t h p o p u l a t i o n s 

o f M . trifasciatus g r e w f o r a s h o r t e r p e r i o d o f t i m e a f t e r t h e b o t t l e n e c k 

b e t w e e n 1 - 0 . 5 M y a a n d t h e n d e c r e a s e d r a p i d l y . T h e s p l i t b e t w e e n M . 

trifasciatus a n d M . parvulus c a n b e l i n k e d t o t h e p a l e o g e o g r a p h y o f t h e 

i s l a n d s t h a t w a s r e c o n s t r u c t e d b a s e d o n l a v a a g e i n g a n d i n t e r p o l a t i o n 

f r o m t e c t o n i c m o v e m e n t . G e i s t e t a l . ( 2 0 1 4 ) s u g g e s t i n g a c o n t i n u o u s 

w e s t e r n m o s t l a n d m a s s i n t h e G a l a p a g o s w h i c h s u b s e q u e n t l y s e p a r a t e d 

i n t o s e v e r a l i s l a n d s . W e s u g g e s t t h a t t h e a n c e s t r a l p o p u l a t i o n o f M . 

parvulus a n d M . trifasciatus o c c u p i e d t h i s p r o t o - i s l a n d , r e s u l t i n g i n 

p o p u l a t i o n g r o w t h i n b o t h s p e c i e s . L a t e r a t 5 0 0 K y a , s p e c i a t i o n o f M . 

trifasciatus w a s m e d i a t e d b y v i c a r i a n c e w h e n F l o r e a n a i s l a n d b e c a m e 

i s o l a t e d a n d s m a l l e r r e s u l t i n g i n t h e d e c r e a s e o f N e i n M . trifasciatus. 

P o p u l a t i o n g r o w t h a f t e r a n i n i t i a l b o t t l e n e c k w a s o b s e r v e d i n e a c h o f t h e 

M . parvulus p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 2 A , F i g u r e S 5 , S 6 ) . T i m e s p a n o f t h e 

g r o w t h w a s s p e c i f i c t o e a c h p o p u l a t i o n w i t h a n e x c e p t i o n o f n o r t h e r n 

p o p u l a t i o n s ( W , D , M ) . T h e t r a j e c t o r y o f t h e i r N e w a s n o t i c e a b l y s i m i l a r 

( F i g u r e 2 A ) w i t h a n N e p e a k o f 1 2 0 , 0 0 0 a t 1 0 0 K y a f o l l o w e d b y a r a p i d 

d e c l i n e . I s a b e l a a n d S a n t a C r u z , t h e t w o c u r r e n t l y l a r g e s t p o p u l a t i o n s , 

s h o w e d d o u b l e p e a k s o f t h e i r N e . T h e f i r s t p e a k w a s s i m i l a r i n t h e t w o 

p o p u l a t i o n s . T h e s e c o n d g r o w t h s t a r t e d 1 0 0 K y a a n d N e i n S a n t a C r u z 

r e a c h e d a l m o s t 1 5 0 , 0 0 0 , w h i c h i s s i m i l a r t o t h e p e r i o d b e f o r e t h e 
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c o l o n i s a t i o n o f t h e G a l a p a g o s . T i m i n g o f t h e g r o w t h i n I s a b e l a i s t h e 

s a m e , b u t t h e p e a k r e a c h e d o n l y 7 0 , 0 0 0 . B o t h p o p u l a t i o n s e n t e r e d t h e i r 

f i n a l b o t t l e n e c k a t 2 0 K y a . T h i s f i n a l c o n s t r i c t i o n , w h i c h o c c u r r e d o n l y 1 0 

K y a , w a s w h e n t h e p o p u l a t i o n s o f M . parvulus r e a c h e d t h e i r c u r r e n t N e 

l i k e l y c o n s t r a i n e d b y i s l a n d s i z e . 

T h e m o s t s t r i k i n g p a t t e r n r e p o r t e d h e r e i s t h a t p o p u l a t i o n s w e r e n o t 

s e p a r a t e d o n s m a l l i s l a n d s s i n c e t h e i n i t i a l c o l o n i s a t i o n o f t h e a r c h i p e l a g o , 

b u t i n s t e a d , t h e y f o r m e d l a r g e r p o p u l a t i o n s w i t h N e r e a c h i n g a b o v e 

1 0 0 , 0 0 0 i n t h e p e r i o d b e t w e e n 1 M y a t o a t l e a s t 4 0 K y a . T h e y o u n g 

d i v e r g e n c e o f e a c h i s o l a t e d p o p u l a t i o n a l s o e x p l a i n s t h e h i g h a m o u n t o f 

i n c o m p l e t e l i n e a g e s o r t i n g s e e n i n t h e T W I S S T a n a l y s i s ( F i g u r e S 2 ) . T h i s 

o b s e r v a t i o n b e c o m e s l e s s s t r i k i n g w h e n t h e d e m o g r a p h y i s l i n k e d w i t h 

t h e p a l e o g r a p h y o f t h e i s l a n d s . G e i s t e t a l . ( 2 0 1 4 ) r e p o r t e d t h a t ~ 1 M y a 

t h e c o r e G a l a p a g o s I s l a n d s ( a r o u n d S a n t a C r u z ) f o r m e d o n e l a r g e r 

l a n d m a s s , w i t h r e p e a t e d i n t e r - i s l a n d c o n n e c t i o n s d u e t o e u t a s y ( s e a l e v e l 

f l u c t u a t i o n s ) b e t w e e n 1 M y a - 2 0 K y a ( A l i & A i t c h i s o n 2 0 1 4 ) . T h i s l a r g e 

l a n d m a s s p r o b a b l y h o s t e d a l a r g e r a n c e s t r a l p o p u l a t i o n ( w h a t i s c u r r e n t l y 

M . parvulus) t h a t c o l o n i s e d t h e n o r t h e r n i s l a n d s o f P i n t a , M a r c h e n a , 

D a r w i n a n d W o l f , w h i c h w e r e n e v e r c o n n e c t e d w i t h t h e c o r e i s l a n d ( G e i s t 

e t a l . 2 0 1 4 ) . I n t e r e s t i n g l y , t h e s e p o p u l a t i o n s s t a r t e d t o d i v e r g e b e t w e e n 

7 0 0 - 5 0 0 K y a ( c r o s s - c o a l e s c e n c e ) e x c e p t f o r D a r w i n a n d W o l f , w h i c h 

s t a r t e d d i v e r g i n g 1 0 0 K y a ( F i g u r e S 8 ) . T h i s i n i t i a l p h a s e o f d i v e r g e n c e o f 

t h e n o r t h e r n p o p u l a t i o n s i s r e f l e c t e d i n t h e i r p o p u l a t i o n g r o w t h e s t i m a t e s , 

w h i c h i n d i c a t e s t h a t r a t h e r t h a n a c o l o n i s a t i o n o f t h e n o r t h e r n i s l a n d s , 

w h i c h w e r e a l r e a d y p r e s e n t a t t h a t t i m e ( G e i s t e t a l . 2 0 1 4 ) , t h e s e 

p o p u l a t i o n s w e r e a l r e a d y d i v e r g i n g o n t h i s c o r e l a n d m a s s , w h i c h w a s 

i n t e r m i t t e n t l y f r a g m e n t e d . N o r t h e r n i s l a n d s w e r e o n l y c o l o n i s e d l a t e r a s 

s u g g e s t e d b y t h e t i m i n g o f t h e s p l i t o b t a i n e d b e t w e e n P M S a n d D W I 

c l a d e s , w h i c h h a p p e n e d o n l y ~ 6 4 K y a ( G P h o C S a n a l y s i s ) . A n a l t e r n a t i v e 

e x p l a n a t i o n w o u l d p o s i t t h a t t h e n o r t h e r n i s l a n d s w e r e c o l o n i s e d e a r l y 

a n d c o n s t a n t g e n e f l o w f r o m t h e c o r e i n f l a t e d t h e i r p a s t p o p u l a t i o n s i z e 

s u b s t a n t i a l l y . G i v e n t h a t t h e n o r t h e r n i s l a n d s , e s p e c i a l l y D a r w i n a n d 

2 0 3 



C h a p t e r I V 

W o l f , a r e q u i t e f a r ( ~ 1 5 0 k m f r o m c u r r e n t n o r t h e r n e d g e o f I s a b e l a ) f r o m 

t h e c o r e t o s u s t a i n c o n s i d e r a b l e g e n e f l o w , w e s u p p o r t t h e f o r m e r s c e n a r i o 

t h a t f o r m o s t o f t h e P l e i s t o c e n e M . parvulus p o p u l a t i o n s w e r e l a r g e a n d t o 

s o m e d e g r e e i n t e r c o n n e c t e d . O u r p r o p o s e d m o d e a n d t e m p o o f 

d i v e r g e n c e f o r m o c k i n g b i r d s a l s o m a t c h e s R a c e r s n a k e s ( A l i & A i t c h i s o n 

2 0 1 4 ) h i g h l i g h t i n g t h e r o l e s o f a l l o p a t r i c d i v e r g e n c e a n d h y b r i d i z a t i o n 

e v e n t s i n s h a p i n g t h e i r e v o l u t i o n a r y h i s t o r y . I n m o c k i n g b i r d s , t h e 

c o n n e c t i v i t y c o u l d h a v e p o s s i b l y b e e n a u g m e n t e d b y t h e i r d i s p e r s a l 

a b i l i t y , a l t h o u g h i t s e e m s t o b e l i m i t e d ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 b , C u r r y & 

G r a n t 1 9 9 0 , G r a n t e t a l . 2 0 0 0 , b u t s e e O r t i z - C a t e d r a l e t a l . 2 0 2 1 ) . I n s u m , 

t h e g e n e r a l d e m o g r a p h i c s c e n a r i o s u p p o r t e d b y o u r d a t a i s i n c o n t r a s t 

w i t h o u r h y p o t h e s i s t h a t m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s o n e a c h i s l a n d h a v e 

b e e n i s o l a t e d f o r a l o n g t i m e c h a r a c t e r i s e d b y l o w p o p u l a t i o n s i z e s s i n c e 

t h e i n i t i a l f o u n d e r c o l o n i s a t i o n , w h i c h i s p a r t i a l l y t h e c a s e o n l y f o r M . 

trifasciatus. 

N o t i c e a b l e e f f e c t o f t h e l a s t g l a c i a l m a x i m u m ( L G M ) i s a n o t h e r 

i n t e r e s t i n g p a t t e r n d e r i v e d f r o m o u r d e m o g r a p h i c i n f e r e n c e . I t i s b e s t s e e n 

i n t h e p o p u l a t i o n s c u r r e n t l y o c c u p y i n g t h e l a r g e s t i s l a n d s I s a b e l a a n d 

S a n t a C r u z . F o r a s u b s t a n t i a l a m o u n t o f t i m e ( ~ 6 0 0 K y ) t h e i r N e w a s 

s m a l l e r t h a n t h a t o f t h e p o p u l a t i o n s c u r r e n t l y p r e s e n t i n t h e n o r t h e r n 

i s l a n d s ( D , W , M ) . N e o f I s a b e l a a n d S a n t a C r u z p e a k s a b o v e 7 5 , 0 0 0 o n l y 

b e t w e e n 3 0 - 1 0 K y a m a t c h i n g t h e L G M a n d s u b s e q u e n t d e g l a c i a t i o n 

( C l a r k e t a l . 2 0 0 9 ) . T h i s r e s u l t s c a n b e a t t r i b u t e d t o t h e s u g g e s t e d i n c r e a s e 

o f l a n d s u r f a c e o f t h e i s l a n d s a n d i n t e r c o n n e c t i o n s o f c e n t r a l i s l a n d s w i t h 

I s a b e l a d u e t o a s u b s t a n t i a l r e c e s s o f t h e w a t e r l e v e l ( A l i & A i t c h i s o n 

2 0 1 4 ) . T h e r e i s a l s o a n o t i c e a b l e p e a k i n t h e N o r t h e r n p o p u l a t i o n s ( D , W , 

M , P ) , r e v e a l e d b y S M C + + , w h i c h m i g h t a l s o i n d i c a t e t h a t L G M 

i n f l u e n c e d t h e c a r r y i n g c a p a c i t y o f t h e i s l a n d s . T h e s e i n t e r p r e t a t i o n s a r e 

o n l y v a l i d i f w e a s s u m e m o c k i n g b i r d s t o b e w i d e l y d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t 

t h e m a j o r i t y o f t h e l a n d t h e y o c c u p y o n e a c h i s l a n d . G i v e n t h a t t h e s e 

s p e c i e s a r e r e c o g n i z e d a s g e n e r a l i s t s p e c i e s w i t h e n o u g h a d a p t i v e 

p l a s t i c i t y t o e x p l o i t a l a r g e n u m b e r o f n i c h e s p r e s e n t t h r o u g h o u t t h e 
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i s l a n d ( C u r r y & G r a n t 1 9 9 0 , G r a n t e t a l . 2 0 0 0 , J i m e n e z - U z c a t e g u i 2 0 1 1 ) , 
w e s u g g e s t a p l a u s i b l e l i n k b e t w e e n i s l a n d s i z e a n d N e o f e a c h 
p o p u l a t i o n . 

Genomic diversity, inbreeding and genetic load 

D e s p i t e t h e t u r b u l e n t c h a n g e s o f N e i n t h e p a s t , c u r r e n t p o p u l a t i o n s o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s s h o w e d a c l e a r l i n k b e t w e e n g e n o m i c d i v e r s i t y , 

e x p r e s s e d a s h e t e r o z y g o s i t y , a n d i s l a n d s i z e . T h e p o p u l a t i o n o f M. 

trifasciatus o n C h a m p i o n i s l e t h a s a n a v e r a g e h e t e r o z y g o s i t y o f 

0 . 0 0 0 0 4 3 , w h i c h i s t w o o r d e r s o f m a g n i t u d e l o w e r t h a n t h e p o p u l a t i o n o n 

S a n t a C r u z . G e n o m e - w i d e h e t e r o z y g o s i t y i n M . trifasciatus i s t o o u r 

k n o w l e d g e t h e l o w e s t v a l u e o b s e r v e d a m o n g a l l v e r t e b r a t e s w i t h 

s e q u e n c e d g e n o m e s ( e . g . R o b i n s o n e t a l . 2 0 2 2 , B r i i n i c h e - O l s e n e t a l . 

2 0 2 2 , L e r o y e t a l . 2 0 2 1 , B r u n i c h e - O l s e n e t a l . 2 0 1 9 , A b a s c a l e t . a l 2 0 1 6 , 

Z h o u e t a l . 2 0 1 3 ) . T h e d i v e r s i t y o n C h a m p i o n i s f o l l o w e d b y G a r d n e r b y 

F l o r e a n a , D a r w i n , W o l f , P i n t a , M a r c h e n a , I s a b e l a a n d S a n t a C r u z ( F i g u r e 

5 A ) , w h i c h i s t h e s a m e o r d e r i f o r d e r e d b y i s l a n d s i z e , w i t h I s a b e l a a s a 

s i n g l e e x c e p t i o n . T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n h e t e r o z y g o s i t y a n d i s l a n d s i z e 

o n a l o g a r i t h m i c s c a l e s h o w e d a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t l i n e a r t r e n d a n d i t 

w a s a l s o m i r r o r e d b y n u c l e o t i d e d i v e r s i t y ( F i g u r e S 9 ) a n d c u r r e n t N e 

( F i g u r e 3 B ) . T h i s r e s u l t i s e x p e c t e d o n l y i f t h e p o p u l a t i o n s o n e a c h i s l a n d 

w e r e p a n m i c t i c a n d t h e s i z e o f a n i s l a n d d e t e r m i n e d t h e c a r r y i n g c a p a c i t y 

( s u i t a b l e h a b i t a t ) , w h i l e g e n e f l o w b e t w e e n p o p u l a t i o n s c o n t r i b u t e d 

n e g l i g i b l y a n d p a s t d e m o g r a p h y w a s s t a b l e ( f o r a t l e a s t 4 N e g e n e r a t i o n s ) . 

T h e f i r s t a s s u m p t i o n o f n o s t r u c t u r e a n d h a b i t a t p r e f e r e n c e s w o u l d b e m e t 

i n g e n e r a l i s t m o c k i n g b i r d s t h a t o c c u p y t h e w h o l e a r e a o f i s l a n d s ( C u r r y & 

G r a n t , 1 9 9 8 ) , a s C u r r y ( 1 9 8 9 ) e l o q u e n t l y d e s c r i b e d : "... t h e o n l y 

u n o c c u p i e d h a b i t a t a v a i l a b l e t o d i s p e r s i n g m o c k i n g b i r d s o n G e n o v e s a , 

C h a m p i o n , a n d E s p a n i o l a i s t h e P a c i f i c O c e a n . " O n l a r g e r i s l a n d s w i t h 

m o r e v e g e t a t i o n z o n e s , l i k e S a n t a C r u z o r I s a b e l a , m o c k i n g b i r d s m a y 

p r e f e r t h e a r i d a n d t r a n s i t i o n z o n e s , b u t i t s e e m s t h a t t h e e f f e c t o f h a b i t a t 

p r e f e r e n c e i s o n l y m i n o r a s i t d o e s n o t b r e a k t h e o v e r a l l i s l a n d - d i v e r s i t y 
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c o r r e l a t i o n . G e n e f l o w a l s o c o n t r i b u t e d n e g l i g i b l y s i n c e t h e d i v e r g e n c e o f 

c u r r e n t p o p u l a t i o n s b a s e d o n o u r d e m o g r a p h i c a n a l y s i s ( T a b l e S 7 , S 8 ) . 

H o w e v e r , t h e d i v e r g e n c e t i m e s b e t w e e n p o p u l a t i o n s a r e y o u n g e r t h a n w e 

e x p e c t e d , r a n g i n g f r o m 6 4 - 4 K y a . A l s o , t h e N e o f e a c h p o p u l a t i o n g a i n e d 

i t s r e s p e c t i v e v a l u e r a n k e d b y i s l a n d s i z e o n l y i n t h e l a s t 5 0 - 6 0 K y a . O u r 

r e s u l t r a i s e s t h e q u e s t i o n o f w h e t h e r i s l a n d s i z e c o u l d m o d u l a t e g e n e t i c 

d i v e r s i t y i n s u c h a s h o r t t i m e , w h e r e a s b e f o r e t h a t t i m e p e r i o d N e 

f l u c t u a t e d r a t h e r i n d e p e n d e n t l y o f t h e c u r r e n t i s l a n d s i z e s ( F i g u r e 2 A ) , 

w i t h t h e i r d e m o g r a p h y m o d u l a t e d b y e u s t a s y ( A l i & A i t c h i s o n 2 0 1 4 ) a n d 

u n d e r d i f f e r e n t i s l a n d g e o g r a p h y s e t t i n g s ( G e i s t e t a l . 2 0 1 4 ) . 

T h e d i v e r s i t y o b s e r v e d n o w s h o u l d r e f l e c t p r o c e s s e s i n t h e p o p u l a t i o n 

t h a t t r a c e b a c k u p t o t h e m o s t r e c e n t c o m m o n a n c e s t o r , a p p r o x i m a t e l y 

4 N e g e n e r a t i o n s a g o ( W a k e l e y 2 0 0 9 ) . I n v e r t e b r a t e s , t h e t i m e t o t h e m o s t 

r e c e n t c o m m o n a n c e s t o r ( M R C A ) w a s e s t i m a t e d t o s p a n t h o u s a n d s t o 

m i l l i o n s o f y e a r s ( V i j a y e t al. 2 0 1 7 ) . I n o u r c a s e , M R C A s p a n s f r o m 3 0 6 

y e a r s a g o i n C h a m p i o n t o 9 0 2 , 0 5 2 y e a r s a g o i n S a n t a C r u z , b a s e d o n t h e 

N e e s t i m a t e f r o m G P h o C S u s i n g g e n e r a t i o n t i m e o f 4 . 6 ( G r a n t e t al. 

2 0 0 0 ) . M R C A i s n o o l d e r t h a n 5 1 , 5 1 6 i n t h e s m a l l a n d i n t e r m e d i a t e 

p o p u l a t i o n s ( F , D , W , P ) , w h i c h m e a n s t h e i r n u c l e o t i d e d i v e r s i t y c a p t u r e s 

o n l y t h e p o s t d i v e r g e n c e d e m o g r a p h y o n i n d i v i d u a l i s l a n d s . O n t h e 

c o n t r a r y , g e n e t i c d i v e r s i t y i n S a n t a C r u z a n d I s a b e l a r e f l e c t s d e m o g r a p h i c 

e v e n t s t h a t h a p p e n e d a l r e a d y 9 0 2 a n d 5 1 4 K y a , r e s p e c t i v e l y . W h i l s t 

h i g h e r t h a n e x p e c t e d d i v e r s i t y i n S a n t a C r u z ( g i v e n t h e i s l a n d s i z e t r e n d ) 

c a n b e e x p l a i n e d b y t h e l a r g e a n c e s t r a l p o p u l a t i o n , t h e l o w e r t h a n 

e x p e c t e d h e t e r o z y g o s i t y i n I s a b e l a c a n b e r e l a t e d t o a w e a k b u t 

n o n - n e g l i g i b l e p o p u l a t i o n s t r u c t u r e d e t e c t e d t h e r e b y H o e c k e t al. 

( 2 0 1 0 b ) . 

O u r r e s u l t s s u p p o r t t h e v i e w b r o u g h t i n b y F r a n k h a m e t a l . ( 1 9 9 7 ) t h a t 

a r e a i s a c r u c i a l d e t e r m i n a n t o f g e n e t i c d i v e r s i t y a n d g e n e t i c d r i f t . T h i s 

v i e w i s a n u n s e t t l e d i s s u e w i t h s e v e r a l e m p i r i c a l s t u d i e s s u p p o r t i n g i t s 

v a l i d i t y ( E x p o s i t o - A l o n s o e t a l . 2 0 2 2 , B r i i n i c h e - O l s e n e t a l . 2 0 2 1 , 
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B r u n i c h e - O l s e n e t a l . 2 0 1 9 , L i n o e t a l . 2 0 1 9 , H u n t e t a l . 2 0 2 2 ) w h i l e 

o t h e r s r e f u t i n g i t ( M a c k i n t o s h e t a l . 2 0 1 9 , J a m e s e t a l . 2 0 1 6 , R o m i g u i e r e t 

a l . 2 0 1 4 ) . T h e e v i d e n c e f o r t h e a r e a e f f e c t w a s a l s o f o u n d i n D a r w i n ' s 

F i n c h e s a n d a l l i e s b a s e d o n w h o l e g e n o m e s e q u e n c i n g ( B r u n i c h e - O l s e n e t 

a l . 2 0 1 9 ) a n d a p r e v i o u s m i c r o s a t e l l i t e s t u d y ( P e t r e n e t a l . 2 0 0 5 ) . O u r 

r e s u l t a l s o r e s o n a t e s w i t h t h e m o r e g e n e r a l o b s e r v a t i o n t h a t g e n o m i c 

d i v e r s i t y f o l l o w s a p o w e r l a w w i t h g e o g r a p h i c a r e a ( E x p o s i t o - A l o n s o e t 

a l . 2 0 2 2 ) . T h e s t u d i e s t h a t d i d n o t f i n d a r e l a t i o n s h i p b e t w e e n r a n g e a r e a 

a n d g e n e t i c d i v e r s i t y r a t h e r f o c u s e d o n a b e t w e e n - s p e c i e s c o m p a r i s o n , 

w h e r e o t h e r f a c t o r s l i k e p r o p a g u l e s i z e , o r o t h e r l i f e h i s t o r y t r a i t s a r e 

m o r e i m p o r t a n t d e t e r m i n a n t s o f g e n e t i c d i v e r s i t y t h a n t h e i r r a n g e 

( M a c k i n t o s h e t a l . 2 0 1 9 , C h e n e t a l . 2 0 1 7 , R o m i g u i e r e t a l . 2 0 1 4 ) . H e n c e , 

o u r s t u d y c o n t r i b u t e s t o t h e m o u n t i n g e v i d e n c e t h a t g e o g r a p h i c a r e a 

d e t e r m i n e s t h e a m o u n t o f g e n e t i c d i v e r s i t y a n d g e n e t i c d r i f t i n 

p o p u l a t i o n s w i t h i n o n e s p e c i e s ( o r c l o s e l y r e l a t e d s p e c i e s ) , w h e r e l i f e 

h i s t o r y t r a i t s d i f f e r e n c e s a r e n e g l i g i b l e . 

I n t h i s s e n s e w e c o r r o b o r a t e t h e r e s u l t s o f H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 ) t h a t s h o w e d 

i s l a n d s i z e a s t h e d e t e r m i n a n t o f g e n e t i c d i v e r s i t y i n m i c r o s a t e l l i t e s . 

H o w e v e r , u s i n g w h o l e g e n o m e d a t a a l l o w e d u s t o r e l a t e t h e g e n e t i c l o a d 

a n d i s l a n d s i z e . O u r h y p o t h e s i s b a s e d o n t h e o r y ( H e d r i c k 1 9 9 4 , C r o w 

1 9 7 0 ) a n d f o r m e r e m p i r i c a l s t u d i e s ( K y r i a z i s e t a l . 2 0 1 9 , v a n d e r V a l k e t 

a l . 2 0 1 9 ) w a s t o o b s e r v e a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n g e n e t i c l o a d a n d 

i s l a n d s i z e i f p u r g i n g w a s m o r e e f f i c i e n t i n t h e s m a l l e r p o p u l a t i o n s . W e 

u s e d t h e n u m b e r o f d e r i v e d , n o n - s y n o n y m o u s h o m o z y g o u s g e n o t y p e s 

( r e c e s s i v e l o a d ) a n d t h e t o t a l n u m b e r o f d e r i v e d n o n - s y n o n y m o u s a l l e l e s 

p e r p o p u l a t i o n ( a d d i t i v e l o a d ) a s i n d i c e s o f g e n e t i c l o a d , c o r r e s p o n d i n g t o 

t h e m e t h o d o l o g y o f S i m o n s & S e l l a ( 2 0 1 6 ) . T h e s e i n d i c e s r e f l e c t t w o 

d i f f e r e n t m o d e s o f d o m i n a n c e w h i c h i s a n i m p o r t a n t , b u t r a t h e r e l u s i v e 

f a c t o r m o d u l a t i n g e s t i m a t e s o f g e n e t i c l o a d ( B e r t o r e l l e et al. 2 0 2 2 , 

K y r i z a i s et al. 2 0 2 2 ) . W e f o u n d a n e g a t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e 

r e c e s s i v e l o a d a n d i s l a n d s i z e , i n d i c a t i n g h i g h e r r e c e s s i v e l o a d o r r e a l i s e d 

l o a d ( i n t h e t e r m s o f B e r t o r e l l e et al. 2 0 2 2 ) i n s m a l l e r p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 
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5 C ) . T h i s i s d r i v e n b y t h e f a c t t h a t h o m o z y g o s i t y i s d e t e r m i n e d b y i s l a n d 

s i z e a n d t h e r e f o r e m o r e n o n - s y n o n y m o u s d e r i v e d a l l e l e s a p p e a r i n 

h o m o z y g o u s s t a t e i n s m a l l e r i s l a n d s . S i m o n s & S e l l a ( 2 0 1 6 ) a l r e a d y 

s h o w e d t h a t r e c e s s i v e l o a d i s a f f e c t e d b y r e c e n t b o t t l e n e c k s , w h i c h w o u l d 

a l s o b e t h e c a s e i n o u r s p e c i e s . T h e y a d v o c a t e d t h e u s e o f a d d i t i v e l o a d a s 

a m o r e r o b u s t i n d e x f o r l o n g - t e r m s e l e c t i o n e f f i c i e n c y ( p u r g i n g ) . I n 

m o c k i n g b i r d s , a d d i t i v e l o a d a c t u a l l y s h o w s a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w i t h 

i s l a n d s i z e , b u t o n l y f o r M . parvulus p o p u l a t i o n s w h e r e t h e s m a l l e s t 

p o p u l a t i o n s h a v e t h e l o w e s t a d d i t i v e l o a d , w h i c h s u g g e s t s a n e f f e c t o f 

p u r g i n g i n t h i s s p e c i e s . 

B y c o n t r a s t , t h e t w o p o p u l a t i o n s o f M . trifasciatus o n G a r d n e r b y 

F l o r e a n a a n d C h a m p i o n d o n o t f i t t h e r e l a t i o n s h i p a s t h e y s h o w t h e 

h i g h e s t a d d i t i v e l o a d f r o m a l l t h e p o p u l a t i o n s ( F i g u r e 5 D ) . T h e r e s u l t c a n 

b e e x p l a i n e d b y c o n s i d e r i n g t h e p a s t d e m o g r a p h y o f m o c k i n g b i r d s i n t h e 

l i g h t o f r e c e n t f i n d i n g s i n t h e p o p u l a t i o n g e n o m i c s f i e l d . A d d i t i v e l o a d 

i n d i c a t e s m a s k e d l o a d i n t h e t e r m s o f B e r t o r e l l e e t a l . ( 2 0 2 2 ) i f w e 

a s s u m e t h a t d e l e t e r i o u s a l l e l e s a r e r e c e s s i v e ( H u b e r e t a l . 2 0 1 8 ) . I n o u r 

c a s e i t s u g g e s t s t h a t p u r g i n g i s m o r e e f f i c i e n t i n t h e s m a l l e r p o p u l a t i o n s 

o f M . parvulus c o m p a r e d t o l a r g e r p o p u l a t i o n s o f t h e s a m e s p e c i e s , b u t 

a l s o c o m p a r e d t o t h e s m a l l e r p o p u l a t i o n s o f M . trifasciatus. A l t h o u g h t h e 

s i z e o f M . trifasciatus w a s s m a l l f o r a l o n g e r p e r i o d ( F i g u r e 2 A ) t h a n a n y 

M . parvulus p o p u l a t i o n , i t w a s h e a v i l y a f f e c t e d b y t h e e x t i n c t i o n o f M . 

trifasciatus o n F l o r e a n a i s l a n d a p p r o x i m a t e l y 1 4 0 y e a r s a g o ( C u r r y 

1 9 8 6 ) . B o t h c u r r e n t M . trifasciatus p o p u l a t i o n s w e r e t o s o m e d e g r e e 

i n t e r c o n n e c t e d w i t h t h e l a r g e r F l o r e a n a p o p u l a t i o n , e s p e c i a l l y C h a m p i o n , 

a n d t h e e x t i n c t i o n r e s u l t e d i n a s t r o n g b o t t l e n e c k ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 a ) . 

H i g h e r m a s k e d l o a d i n M . trifasciatus c a n b e t h e r e f o r e a t t r i b u t e d t o t h e 

f a c t t h a t i t s i s o l a t i o n a n d e x t r e m e l y s m a l l p o p u l a t i o n s i z e i s o n l y r e c e n t 

( ~ 1 4 0 y e a r s ) a n d t h e r e w a s n o t e n o u g h t i m e f o r p u r g i n g t o r e m o v e t h e 

g e n e t i c l o a d s h a r e d w i t h t h e e x t i n c t p a r e n t a l p o p u l a t i o n ( G a r c i a - D o r a d o 

2 0 1 2 ) . W e a r e a w a r e t h a t o u r i n d i c e s o f g e n e t i c l o a d a r e r e l a t i v e l y c r u d e , 

d e p e n d i n g o n s e v e r a l a s s u m p t i o n s a b o u t d o m i n a n c e a n d l a c k o f p o s i t i v e 
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s e l e c t i o n a n d w e c a l l f o r f u r t h e r e x a m i n a t i o n o f g e n e t i c l o a d u s i n g 

s i m u l a t i o n a s s u g g e s t e d b y K y r i z a i s e t a l . ( 2 0 2 2 ) . 

A n a l y s i s o f r u n s o f h o m o z y g o s i t y ( R O H ) , l o n g s t r e t c h e s o f D N A 

i d e n t i c a l b y d e s c e n t , s h o w e d t h a t t h e l e v e l s o f i n b r e e d i n g a r e h i g h o n l y i n 

t h e s m a l l e s t p o p u l a t i o n s o f b o t h s p e c i e s ( D , W , C , F ) . I t h a s b e e n s h o w n 

t h a t t h e p r o p o r t i o n o f l o n g R O H s i n t h e g e n o m e g i v e s v e r y p r e c i s e 

e s t i m a t e s o f i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t s ( C e b a l l o s e t a l . 2 0 1 8 , M c Q u i l l a n e t 

a l . 2 0 0 8 ) . T h e t o t a l l e n g t h o f R O H i n C h a m p i o n w a s u n p r e c e d e n t e d a s 

t h e R O H s o v e r I M b p s p a n n e d a r o u n d 6 2 % o f t h e g e n o m e ( F R 0 H = 0 . 6 2 ) . 

I t i s e v e n h i g h e r t h a n w h a t h a s b e e n o b s e r v e d i n t h e I s l e R o y a l e w o l f 

p o p u l a t i o n d u r i n g i t s f i n a l d e c l i n e b e f o r e g e n e t i c r e s c u e ( H e d r i c k e t a l . 

2 0 1 9 ) , o r i n t h e h e a v i l y b o t t l e n e c k e d k a k a p o ( F o s t e r e t a l . 2 0 2 1 ) . S u c h a 

l e v e l o f i n b r e e d i n g i s t y p i c a l f o r p a r t i a l l y s e l f i n g p l a n t s ( D o l e & R i t l a n d 

1 9 9 3 ) r a t h e r t h a n f o r o u t c r o s s i n g a n i m a l s . T h e d i s t r i b u t i o n o f l e n g t h s o f 

R O H s i n C h a m p i o n i n d i c a t e a l o n g a n d o n g o i n g h i s t o r y o f 

c o n s a n g u i n e o u s m a t i n g , a s l o n g R O H s o v e r 2 M b p a r e c o m m o n ( F i g u r e 

4 ) a n d e v e n d o z e n s o f R O H s o v e r 6 M b p w e r e f o u n d . T h i s p a t t e r n i s 

r e l a t e d t o t h e e x t r e m e l y s m a l l p o p u l a t i o n s i z e , p o s s i b l y c o m b i n e d w i t h 

t h e r e c e n t d i s c o n n e c t i o n o f t h e C h a m p i o n p o p u l a t i o n f r o m t h e e x t i n c t 

p o p u l a t i o n o n F l o r e a n a i s l a n d , w h i c h i n d u c e d a s t r o n g b o t t l e n e c k . 

G a r d n e r b y F l o r e a n a s h o w s a m u c h l o w e r i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t o n 

a v e r a g e ( F R O H = 0 . 2 2 ) , b u t t h e r e i s a l s o h i g h e r v a r i a t i o n , w i t h t w o 

i n d i v i d u a l s s h o w i n g F R O H 0 . 1 6 a n d o n e i n d i v i d u a l s h o w i n g F R O H 0 . 3 4 . T h e 

i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t o n D a r w i n i s s i m i l a r t o G a r d n e r b y F l o r e a n a ( F R 0 H 

= 0 . 2 3 ) , b u t t h e n u m b e r o f l o n g R O H s o v e r 2 M b p i s s u b s t a n t i a l l y s m a l l e r 

( F i g u r e 4 ) , i n d i c a t i n g t h a t i n b r e e d i n g i s l e s s c o m m o n , o r o l d e r t h a n i n M . 

trifasciatus. T h i s r e s u l t c a n i n d i c a t e s o m e p a s t p e r i o d o f i n t e n s i v e 

c o n s a n g u i n e o u s m a t i n g a s w e s e e a h i g h f r e q u e n c y o f R O H s i n t h e 

0 . 1 - 0 . 5 M b p c a t e g o r y . T h e I n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t i n W o l f i s s m a l l e r t h a n 

i n D a r w i n , b u t t h e d i s t r i b u t i o n i n R O H i s s i m i l a r , i n d i c a t i n g a c o m m o n 

r e c e n t d e m o g r a p h y . T h e o t h e r i n t e r m e d i a t e o r l a r g e p o p u l a t i o n s h a v e 

i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t s c l o s e t o 0 . T h e r e f o r e , t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n 
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i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t a n d i s l a n d s i z e i s r a t h e r e x p o n e n t i a l ( F i g u r e 5 B ) 

a n d t h e i n b r e e d i n g i s c o n s i d e r a b l e o n l y i f p o p u l a t i o n s i z e , r e f l e c t e d b y 

i s l a n d s i z e i s r e a l l y s m a l l n o w ( W o o d w o r m e t a l . 2 0 0 2 ) a s i n M . 

trifasciatus ( F i g u r e 3 ) , o r i f i t s h r a n k i n t h e r e c e n t p a s t ( C e b a l l o s e t a l . 

2 0 1 8 ) . 

A l t h o u g h b o t h t h e m a s k e d a n d r e a l i s e d l o a d i s h i g h i n M . trifasciatus a n d 

t h e l e v e l s o f i n b r e e d i n g a r e u n p r e c e d e n t e d , e s p e c i a l l y i n C h a m p i o n , w e 

d o n o t s e e a n y a c u t e i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n i n t h e p o p u l a t i o n s o f t h i s 

c r i t i c a l l y e n d a n g e r e d s p e c i e s ( G r a n t et al. 2 0 0 0 ) . I m m u n e d e f e n c e i n d i c e s 

a r e n o t l o w e r t h a n i n o t h e r p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s 

( H o e c k & K e l l e r 2 0 1 2 ) , a l t h o u g h D e e m e t a l . ( 2 0 1 1 ) s h o w e d t h a t t h e 

C h a m p i o n p o p u l a t i o n i s l e s s c l i n i c a l l y h e a l t h y c o m p a r e d t o 

G a r d n e r - b y - F l o r e a n a . I m p o r t a n t l y , t h e c e n s u s p o p u l a t i o n s i z e o f b o t h 

p o p u l a t i o n s d i d n o t s h o w a n y d e c r e a s i n g t r e n d (Jiménez-Uzcátegui e t a l . 

2 0 1 1 ) . A p a r t f r o m o u r f i n d i n g o f t h e h i g h e s t m a s k e d a n d r e a l i s e d l o a d 

a c r o s s t h e g e n o m e , a p r e v i o u s s t u d y o f i m m u n e g e n e s s h o w e d t h e M . 

trifasciatus p o p u l a t i o n s t o h a v e t h e l o w e s t d i v e r s i t y i n t h e m a j o r 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y c o m p l e x I I (Vlček e t a l . 2 0 1 6 ) , a n d t h e C h a m p i o n 

p o p u l a t i o n t o c a r r y a p o t e n t i a l l y d e l e t e r i o u s a l l e l e o f t h e T L R 4 r e c e p t o r 

(Vlček e t a l . 2 0 2 2 ) . A l t h o u g h t h e s e g e n e t i c f a c t o r s a r e u n f a v o u r a b l e i n t h e 

t i n y p o p u l a t i o n s , t h e p o p u l a t i o n s s e e m n o t t o b e a f f e c t e d s u b s t a n t i a l l y b y 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n . N o n e t h e l e s s , t h e s p e c i e s c o u l d b e n e f i t f r o m t h e 

p l a n n e d r e i n t r o d u c t i o n p r o j e c t t h a t a i m s t o r e p o p u l a t e F l o r e a n a i s l a n d 

f r o m C h a m p i o n a n d G a r d n e r b y F l o r e a n a . O u r g e n o m i c i n v e s t i g a t i o n 

r e v e a l e d o n l y s h a l l o w d i v e r g e n c e b e t w e e n t h e p o p u l a t i o n s , s i m i l a r t o 

H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 a ) . M o r e o v e r , s i m i l a r l e v e l s o f g e n e t i c l o a d i n t h e 

p o p u l a t i o n s i m p l y t h a t c r o s s i n g b e t w e e n t h e m s h o u l d n o t c a u s e a p r o b l e m 

f r o m t h e c o n s e r v a t i o n g e n e t i c p o i n t o f v i e w . 
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B o l g e r , A . M . , L o h s e , M . , & U s a d e l , B . ( 2 0 1 4 ) . T r i m m o m a t i c : A 

f l e x i b l e t r i m m e r f o r I l l u m i n a S e q u e n c e D a t a . B i o i n f o r m a t i c s , b t u l 7 0 

Brüniche-Olsen A , K e l l n e r K F , B e l a n t J L , D e w o o d y J A ( 2 0 2 1 ) 

L i f e - h i s t o r y t r a i t s a n d h a b i t a t a v a i l a b i l i t y s h a p e g e n o m i c d i v e r s i t y i n 
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b i r d s : I m p l i c a t i o n s f o r c o n s e r v a t i o n . P r o c e e d i n g s o f t h e R o y a l 

S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 2 8 8 . 

B r i i n i c h e - O l s e n A , K e l l n e r K F , D e W o o d y J A ( 2 0 1 9 ) I s l a n d a r e a , b o d y 

s i z e a n d d e m o g r a p h i c h i s t o r y s h a p e g e n o m i c d i v e r s i t y i n D a r w i n ' s 

f i n c h e s a n d r e l a t e d t a n a g e r s . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 8 , 4 9 1 4 - 4 9 2 5 . 

C a n t a r e l B L , K o r f I , R o b b S M C e t a l . ( 2 0 0 8 ) M A K E R : A n e a s y - t o - u s e 

a n n o t a t i o n p i p e l i n e d e s i g n e d f o r e m e r g i n g m o d e l o r g a n i s m g e n o m e s . 

G e n o m e R e s e a r c h , 1 8 , 1 8 8 - 1 9 6 . 

C e b a l l o s G , E h r l i c h P R , D i r z o R ( 2 0 1 7 ) B i o l o g i c a l a n n i h i l a t i o n v i a t h e 

o n g o i n g s i x t h m a s s e x t i n c t i o n s i g n a l e d b y v e r t e b r a t e p o p u l a t i o n 

l o s s e s a n d d e c l i n e s . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f 

S c i e n c e s , 2 0 1 7 0 4 9 4 9 . 

C e b a l l o s F C , J o s h i P K , C l a r k D W , R a m s a y M , W i l s o n J F ( 2 0 1 8 ) R u n s 

o f h o m o z y g o s i t y : w i n d o w s i n t o p o p u l a t i o n h i s t o r y a n d t r a i t 

a r c h i t e c t u r e . N a t u r e R e v i e w s G e n e t i c s , 1 9 , 2 2 0 - 2 3 4 . 

C h a r l e s w o r t h B ( 2 0 1 8 ) M u t a t i o n a l l o a d , i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a n d 

h e t e r o s i s i n s u b d i v i d e d p o p u l a t i o n s . M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 7 , 

4 9 9 1 - 5 0 0 3 . 

C h a r l e s w o r t h D , W i l l i s J H ( 2 0 0 9 ) T h e g e n e t i c s o f i n b r e e d i n g 

d e p r e s s i o n . N a t u r e R e v i e w s G e n e t i c s , 1 0 , 7 8 3 - 7 9 6 . 

C h e n J , G l e m i n S , L a s c o u x M ( 2 0 1 7 ) G e n e t i c D i v e r s i t y a n d t h e 

E f f i c a c y o f P u r i f y i n g S e l e c t i o n a c r o s s P l a n t a n d A n i m a l S p e c i e s . 

M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 3 4 , 1 4 1 7 - 1 4 2 8 . 

C i n g o l a n i P , P l a t t s A , W a n g L L e t a l . ( 2 0 1 2 ) A p r o g r a m f o r a n n o t a t i n g 

a n d p r e d i c t i n g t h e e f f e c t s o f s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s , 

S n p E f f . F l y , 6 , 8 0 - 9 2 . 

C l a r k P U , D y k e A S , S h a k u n J D e t a l . ( 2 0 0 9 ) T h e L a s t G l a c i a l 
M a x i m u m . S c i e n c e , 3 2 5 , 7 1 0 - 7 1 4 . 

C r a i g R J , S u n A , W a n g M , E l l e g r e n H ( 2 0 1 8 ) N a t u r a l s e l e c t i o n b e y o n d 

g e n e s : I d e n t i f i c a t i o n a n d a n a l y s e s o f e v o l u t i o n a r i l y c o n s e r v e d 
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e l e m e n t s i n t h e g e n o m e o f t h e c o l l a r e d f l y c a t c h e r (Ficedula 

albicollis). M o l e c u l a r E c o l o g y , 2 7 , 4 7 6 - 4 9 2 . 

C r o w J F ( 1 9 7 0 ) G e n e t i c l o a d s a n d t h e c o s t o f n a t u r a l s e l e c t i o n . I n : 

M a t h e m a t i c a l t o p i c s i n p o p u l a t i o n g e n e t i c s , p p . 1 2 8 - 1 7 7 . S p r i n g e r . 

C r o w J F ( 1 9 9 3 ) M u t a t i o n , m e a n f i t n e s s , a n d g e n e t i c l o a d . O x f o r d S u r v . 

E v o l . B i o l , 9 , 3 ^ 2 . 

C u r r y R ( 1 9 8 6 ) W h a t e v e r h a p p e n e d t o t h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d . 

N o t i c i a s d e G a l a p a g o s , 4 3 , 1 3 - 1 5 . 

C u r r y R L ( 1 9 8 9 ) G e o g r a p h i c v a r i a t i o n i n s o c i a l o r g a n i z a t i o n o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s : e c o l o g i c a l c o r r e l a t e s o f g r o u p t e r r i t o r i a l i t y 

a n d c o o p e r a t i v e b r e e d i n g . B e h a v i r o a l E c o l o g y a n d S c i o b i o l o g y , 2 4 , 

1 4 7 - 1 6 0 . 

C u r r y R , G r a n t P ( 1 9 8 9 ) D e m o g r a p h y o f t h e c o o p e r a t i v e l y b r e e d i n g 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d , N e s o m i m u s p a r v u l u s , i n a c l i m a t i c a l l y 

v a r i a b l e e n v i r o n m e n t . T h e J o u r n a l o f A n i m a l E c o l o g y , 5 8 , 4 4 1 - 4 6 3 . 

D a n e c e k P , A u t o n A , A b e c a s i s G e t a l . ( 2 0 1 1 ) T h e v a r i a n t c a l l f o r m a t 

a n d V C F t o o l s . B i o i n f o r m a t i c s , 2 7 , 2 1 5 6 - 2 1 5 8 . 

D a r w i n C ( 1 8 5 9 ) O n t h e O r i g i n o f S p e c i e s b y M e a n s o f N a t u r a l 

S e l e c t i o n , o r t h e P r e s e r v a t i o n o f F a v o u r e d R a c e s i n t h e S t r u g g l e f o r 

L i f e . J o h n M u r r a y . 

D e e m S L , P a r k e r P G , C r u z M B , M e r k e l J , H o e c k P E A ( 2 0 1 1 ) 

C o m p a r i s o n o f b l o o d v a l u e s a n d h e a l t h s t a t u s o f F l o r e a n a 

M o c k i n g b i r d s (Mimus trifasciatus) o n t h e i s l a n d s o f C h a m p i o n a n d 

G a r d n e r - b y - F l o r e a n a , G a l a p a g o s I s l a n d s . J o u r n a l o f w i l d l i f e 

d i s e a s e s , 4 7 , 9 4 - 1 0 6 . 

D e p r i s t o M A , B a n k s E , P o p l i n R e t a l . ( 2 0 1 1 ) A f r a m e w o r k f o r 

v a r i a t i o n d i s c o v e r y a n d g e n o t y p i n g u s i n g n e x t - g e n e r a t i o n D N A 

s e q u e n c i n g d a t a . N a t u r e G e n e t i c s , 4 3 , 4 9 1 - 5 0 1 . 
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D e W o o d y J A , H a r d e r A M , M a t h u r S , W i l l o u g h b y J R ( 2 0 2 1 ) T h e 
l o n g - s t a n d i n g s i g n i f i c a n c e o f g e n e t i c d i v e r s i t y i n c o n s e r v a t i o n . 
M o l e c u l a r E c o l o g y , 3 0 , 4 1 4 7 - 4 1 5 4 . 

D o l e J , R i t l a n d K ( 1 9 9 3 ) I n b r e e d i n g d e p r e s s i o n i n t w o Mimulus t a x a 

m e a s u r e d b y m u l t i g e n e r a t i o n a l c h a n g e s i n t h e i n b r e e d i n g c o e f f i c i e n t . 

E v o l u t i o n , 4 7 , 3 6 1 - 3 7 3 . 

E x p o s i t o - A l o n s o M , B o o k e r T R , C z e c h L e t a l . ( 2 0 2 2 ) G e n e t i c d i v e r s i t y 

l o s s i n t h e A n t h r o p o c e n e . b i o R x i v , 4 6 4 0 0 0 . 

E y r e - W a l k e r A , K e i g h t l e y P D ( 2 0 0 7 ) T h e d i s t r i b u t i o n o f f i t n e s s e f f e c t s 

o f n e w m u t a t i o n s . N a t u r e r e v i e w s . G e n e t i c s , 8 , 6 1 0 - 8 . 

F o s t e r Y , D u t o i t L , G r o s s e r S e t a l . ( 2 0 2 1 ) G e n o m i c s i g n a t u r e s o f 

i n b r e e d i n g i n a c r i t i c a l l y e n d a n g e r e d p a r r o t , t h e käkäpö ( P M o r r e l l , 

E d , ) . G 3 G e n e s | G e n o m e s | G e n e t i c s , 1 1 . 

F r a n k h a m R ( 1 9 9 7 ) D o i s l a n d p o p u l a t i o n s h a v e l e s s g e n e t i c v a r i a t i o n 

t h a n m a i n l a n d p o p u l a t i o n s ? H e r e d i t y , 7 8 , 3 1 1 - 3 2 7 . 

F r e e d m a n A H , G r o n a u I , S c h w e i z e r R M e t a l . ( 2 0 1 4 ) G e n o m e 

S e q u e n c i n g H i g h l i g h t s t h e D y n a m i c E a r l y H i s t o r y o f D o g s ( L 

A n d e r s s o n , E d , ) . P L o S G e n e t i c s , 1 0 , e l 0 0 4 0 1 6 . 

G a r c i a - D o r a d o A ( 2 0 1 2 ) U n d e r s t a n d i n g a n d p r e d i c t i n g t h e f i t n e s s 

d e c l i n e o f s h r u n k p o p u l a t i o n s : I n b r e e d i n g , p u r g i n g , m u t a t i o n , a n d 

s t a n d a r d s e l e c t i o n . G e n e t i c s , 1 9 0 , 1 4 6 1 - 1 4 7 6 . 

G a r c i a - D o r a d o A , C a b a l l e r o A ( 2 0 2 1 ) N e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y a s a 

u s e f u l t o o l f o r c o n s e r v a t i o n b i o l o g y . C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s , 2 2 , 

5 4 1 - 5 4 5 . 

G e i s t D J , S n e l l H , S n e l l H , G o d d a r d C , K u r z M D ( 2 0 1 4 ) A 

P a l e o g e o g r a p h i c M o d e l o f t h e G a l a p a g o s I s l a n d s a n d 

B i o g e o g r a p h i c a l a n d E v o l u t i o n a r y I m p l i c a t i o n s . I n : T h e G a l a p a g o s : 

A N a t u r a l L a b o r a t o r y f o r t h e E a r t h S c i e n c e s ( e d s H a r p p K , 

M i t t e l s t a e d t E , D ' O z o u v i l l e N , G r a h a m D W ) , p p . 1 4 5 - 1 6 6 . J o h n 

W i l e y & S o n s . 
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G r a n t P , C u r r y R , G r a n t B ( 2 0 0 0 ) A r e m n a n t p o p u l a t i o n o f t h e F l o r e a n a 
m o c k i n g b i r d o n C h a m p i o n i s l a n d , G a l a p a g o s . B i o l o g i c a l 
C o n s e r v a t i o n , 9 2 , 2 8 5 - 2 9 0 . 

G r o n a u I , H u b i s z M J , G u l k o B , D a n k o C G , S i e p e l A ( 2 0 1 1 ) B a y e s i a n 

i n f e r e n c e o f a n c i e n t h u m a n d e m o g r a p h y f r o m i n d i v i d u a l g e n o m e 

s e q u e n c e s . N a t u r e G e n e t i c s , 4 3 , 1 0 3 1 - 1 0 3 5 . 

H e d r i c k P W ( 1 9 9 4 ) P u r g i n g i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a n d t h e p r o b a b i l i t y 

o f e x t i n c t i o n : F u l l - s i b m a t i n g . H e r e d i t y , 7 3 , 3 6 3 - 3 7 2 . 

H e d r i c k P W , G a r c i a - D o r a d o A ( 2 0 1 6 ) U n d e r s t a n d i n g I n b r e e d i n g 

D e p r e s s i o n , P u r g i n g , a n d G e n e t i c R e s c u e . T r e n d s i n E c o l o g y a n d 

E v o l u t i o n , 3 1 , 9 4 0 - 9 5 2 . 

H e d r i c k P W , R o b i n s o n J A , P e t e r s o n R O , V u c e t i c h J A ( 2 0 1 9 ) G e n e t i c s 

a n d e x t i n c t i o n a n d t h e e x a m p l e o f I s l e R o y a l e w o l v e s . A n i m a l 

C o n s e r v a t i o n , 2 2 , 3 0 2 - 3 0 9 . 

H o e c k P E A , B e a u m o n t M A , J a m e s K E e t a l . ( 2 0 1 0 a ) S a v i n g D a r w i n ' s 

m u s e : e v o l u t i o n a r y g e n e t i c s f o r t h e r e c o v e r y o f t h e F l o r e a n a 

m o c k i n g b i r d . B i o l o g y l e t t e r s , 6 , 2 1 2 - 2 1 5 . 

H o e c k P E A , B o l l m e r J L , P a r k e r P G , K e l l e r L F ( 2 0 1 0 b ) D i f f e r e n t i a t i o n 

w i t h d r i f t : a s p a t i o - t e m p o r a l g e n e t i c a n a l y s i s o f G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s (Mimus s p p . ) . P h i l o s o p h i c a l T r a n s a c t i o n s 

o f t h e R o y a l S o c i e t y B : B i o l o g i c a l S c i e n c e s , 3 6 5 , 1 1 2 7 - 1 1 3 8 . 

H o e c k P E A , K e l l e r L F ( 2 0 1 2 ) I n b r e e d i n g , i m m u n e d e f e n c e a n d 

e c t o p a r a s i t e l o a d i n d i f f e r e n t m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s a n d s p e c i e s i n 

t h e G a l a p a g o s I s l a n d s . J o u r n a l o f A v i a n B i o l o g y , 4 3 , 4 2 3 ^ 3 4 . 

H u b e r C D , D u r v a s u l a A , H a n c o c k A M , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 1 8 ) G e n e 

e x p r e s s i o n d r i v e s t h e e v o l u t i o n o f d o m i n a n c e . N a t u r e 

C o m m u n i c a t i o n s , 9 , 2 7 5 0 . 

H u n t D A G A , D i B a t t i s t a J D , H e n d r y A P ( 2 0 2 2 ) E f f e c t s o f i n s u l a r i t y o n 

g e n e t i c d i v e r s i t y w i t h i n a n d a m o n g n a t u r a l p o p u l a t i o n s . E c o l o g y a n d 

E v o l u t i o n , 1 2 , 1 - 1 2 . 
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H u s o n D H , B r y a n t D ( 2 0 0 6 ) A p p l i c a t i o n o f p h y l o g e n e t i c n e t w o r k s i n 
e v o l u t i o n a r y s t u d i e s . M o l e c u l a r b i o l o g y a n d e v o l u t i o n , 2 3 , 2 5 4 - 6 7 . 

J a m e s J E , L a n f e a r R , E y r e - W a l k e r A ( 2 0 1 6 ) M o l e c u l a r E v o l u t i o n a r y 

C o n s e q u e n c e s o f I s l a n d C o l o n i z a t i o n . G e n o m e B i o l o g y a n d 

E v o l u t i o n , 8 , 1 8 7 6 - 1 8 8 8 . 

J i m e n e z - U z c a t e g u i G , L l e r e n a W , B r y a n M i l s t e a d W , L o m a s E E , 

W i e d e n f i e l d D A ( 2 0 1 1 ) I s t h e p o p u l a t i o n o f F l o r e a n a M o c k i n g b i r d 

M i m u s t r i f a s c i a t u s d e c l i n i n g ? C o t i n g a , 3 3 , 3 4 ^ 0 . 

J o h n s o n T H , S t a t t e r s f i e l d A J ( 1 9 9 0 ) A g l o b a l r e v i e w o f i s l a n d e n d e m i c 

b i r d s . I b i s , 1 3 2 , 1 6 7 - 1 8 0 . 

K a r d o s M , A r m s t r o n g E E , F i t z p a t r i c k S W e t a l . ( 2 0 2 1 ) T h e c r u c i a l r o l e 

o f g e n o m e - w i d e g e n e t i c v a r i a t i o n i n c o n s e r v a t i o n . P r o c e e d i n g s o f 

t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s , 1 1 8 . 

K e i g h t l e y P D , J a c k s o n B C ( 2 0 1 8 ) I n f e r r i n g t h e P r o b a b i l i t y o f t h e 

D e r i v e d v s . t h e A n c e s t r a l A l l e l i c S t a t e a t a P o l y m o r p h i c S i t e . 

G e n e t i c s , 2 0 9 , 8 9 7 - 9 0 6 . 

K e n n e d y E S , G r u e b e r C E , D u n c a n R P , J a m i e s o n I G ( 2 0 1 4 ) S e v e r e 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a n d n o e v i d e n c e o f p u r g i n g i n a n e x t r e m e l y 

i n b r e d w i l d s p e c i e s - t h e C h a t h a m i s l a n d b l a c k r o b i n . E v o l u t i o n , 6 8 , 

9 8 7 - 9 9 5 . 

K r i v e n t s e v a , E . V , K u z n e t s o v , D . , T e g e n f e l d t , F . , M a n n i , M . , D i a s , R . , 
S i m a o , F . A . , & Z d o b n o v , E . M . ( 2 0 1 9 ) . O r t h o D B v l O : s a m p l i n g t h e 
d i v e r s i t y o f a n i m a l , p l a n t , f u n g a l , p r o t i s t , b a c t e r i a l a n d v i r a l g e n o m e s 
f o r e v o l u t i o n a r y a n d f u n c t i o n a l a n n o t a t i o n s o f o r t h o l o g s . N u c l e i c 
a c i d s r e s e a r c h , 4 7 ( D 1 ) , D 8 0 7 - D 8 1 1 . 

K u t s c h e r a V E , P o e l s t r a J W , B o t e r o - C a s t r o F e t a l . ( 2 0 2 0 ) P u r i f y i n g 

S e l e c t i o n i n C o r v i d s I s L e s s E f f i c i e n t o n I s l a n d s . M o l e c u l a r B i o l o g y 

a n d E v o l u t i o n , 3 7 , 4 6 9 ^ 7 4 . 
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K y r i a z i s C C , R o b i n s o n J A , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 2 2 ) U s i n g c o m p u t a t i o n a l 

s i m u l a t i o n s t o q u a n t i f y g e n e t i c l o a d a n d p r e d i c t e x t i n c t i o n r i s k . 

b i o R x i v , 2 0 2 2 . 0 8 . 1 2 . 5 0 3 7 9 2 . 

K y r i a z i s C C , W a y n e R K , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 1 9 ) H i g h g e n e t i c d i v e r s i t y 

c a n c o n t r i b u t e t o e x t i n c t i o n i n s m a l l p o p u l a t i o n s . b i o R x i v , 6 7 8 5 2 4 . 

L a n d e R ( 1 9 9 3 ) R i s k s o f P o p u l a t i o n E x t i n c t i o n f r o m D e m o g r a p h i c a n d 
E n v i r o n m e n t a l S t o c h a s t i c i t y a n d R a n d o m C a t a s t r o p h e s . T h e 
A m e r i c a n N a t u r a l i s t , 1 4 2 , 9 1 1 - 9 2 7 . 

L a n f e a r R , K o k k o H , E y r e - W a l k e r A ( 2 0 1 4 ) P o p u l a t i o n s i z e a n d t h e r a t e 
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o t h e r b y a g r i c u l t u r a l l a n d s c a p e s f a c e a v a r i e t y o f t h r e a t s r a n g i n g f r o m a i r 

p o l l u t i o n t o o v e r e x p l o i t a t i o n i n t h e f i r s t p l a c e ( M a x w e l l e t a l . 2 0 1 6 ) a n d 

f r o m d e m o g r a p h i c s t o c h a s t i c i t y t o e c o l o g i c a l a n d g e n e t i c A l l e e e f f e c t s i n 

t h e s e c o n d p l a c e ( W i l l i e t a l . 2 0 0 5 , A l l e n d o r f e t a l . 2 0 1 3 ) . T h e c h a l l e n g e s 

o f m a i n t a i n i n g s u c h p o p u l a t i o n s i n t h e l o n g t e r m a r e r e m i n i s c e n t o f t h o s e 

f a c e d b y s m a l l p o p u l a t i o n s i s o l a t e d o n o c e a n i c i s l a n d s . I n t h i s r e s p e c t , m y 

w o r k p r o v i d e s a v a l u a b l e c a s e s t u d y o f t h e g e n e t i c c h a l l e n g e s f a c e d b y 

n a t u r a l l y f r a g m e n t e d a n d s i z e - l i m i t e d p o p u l a t i o n s o f m o c k i n g b i r d s t h a t 

h a v e s u r v i v e d o n t h e G a l a p a g o s I s l a n d s f o r t h o u s a n d s o f y e a r s . I t o f f e r s a 

r a t h e r o p t i m i s t i c p e r s p e c t i v e , a s i t s e e m s t h a t n a t u r a l p r o c e s s e s o f f e r s o m e 

k i n d o f r e l i e f f r o m t h e d e t r i m e n t a l g e n e t i c c h a l l e n g e s . 

B e l o w I s h o w h o w M H C I I ( 3 , T L R : 1 B , 4 , 1 5 , a n d g e n o m e - w i d e p a t t e r n s o f 

g e n e t i c a n d p h e n o t y p i c p o l y m o r p h i s m s c a l e w i t h p o p u l a t i o n s i z e , w h i c h 

i s d e t e r m i n e d b y t h e s i z e o f t h e i s l a n d s o n w h i c h m y f o c a l p o p u l a t i o n s o f 

m o c k i n g b i r d s l i v e . 

I n Chapter I , m y c o l l e a g u e s a n d I s h o w e d t h a t w h i l e t h e t o t a l n u m b e r o f 

M H C I i p a l l e l e s p e r p o p u l a t i o n i s a f f e c t e d b y i s l a n d s i z e , t h e n u m b e r o f 

f u n c t i o n a l l y d i s t i n c t p e p t i d e s u p e r t y p e s a n d t h e n u m b e r o f a l l e l e s p e r 

i n d i v i d u a l a r e m a i n t a i n e d . M o r e o v e r , t h e n u m b e r o f s u p e r t y p e s p e r 

p o p u l a t i o n a n d t h e n u m b e r o f a l l e l e s p e r i n d i v i d u a l i n G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d s a r e n o t l o w e r t h a n i n t h e l a r g e r m a i n l a n d m o c k i n g b i r d 

p o p u l a t i o n . T r a n s - s p e c i e s p o l y m o r p h i s m , a h i g h r a t e o f n o n - s y n o n y m o u s 

t o s y n o n y m o u s p o l y m o r p h i s m s a t b i n d i n g s i t e s a n d a s t a t i s t i c a l l y 

s i g n i f i c a n t , a l b e i t w e a k , a s s o c i a t i o n o f t h e M H C I I ( 3 s u p e r t y p e s w i t h 

e c t o p a r a s i t e l o a d (chapter I I ) s u g g e s t a n a c t i v e r o l e o f 
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p a t h o g e n - m e d i a t e d b a l a n c i n g s e l e c t i o n i n M H C I I ( 3 . T h u s , i t a p p e a r s t h a t 

a l t h o u g h i n d i v i d u a l a l l e l e s a r e l o s t , f u n c t i o n a l d i v e r s i t y i s m a i n t a i n e d b y 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n d e s p i t e t h e d i f f e r e n t i a l e x t e n t o f N e , w h i c h i s a n 

a d v o c a t e d s o l u t i o n t o t h e o n g o i n g d i l e m m a o f w h e t h e r d r i f t c a n o u t w e i g h 

b a l a n c i n g s e l e c t i o n ( L i g h t e n e t a l . 2 0 1 7 ) . I r e a l i s e t h a t t h e a b s e n c e o f a 

c o r r e l a t i o n b e t w e e n i s l a n d a r e a a n d t h e n u m b e r o f a l l e l e s o r s u p e r t y p e s 

d o e s n o t p r o v e t h e a b s e n c e o f c a u s a l i t y . I a l s o r e c o g n i s e t h a t b o t h 

s e l e c t i o n a n d g e n e t i c d r i f t a f f e c t a l l e l e f r e q u e n c i e s a n d d i v e r s i t y , a n d I d o 

n o t a r g u e t o t h e c o n t r a r y . I m e r e l y c o n c l u d e t h a t t h e t h e o r e t i c a l r a n g e o f 

p a t h o g e n s d e t e c t e d b y M H C I I ( 3 i n m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s i s n o t 

s e r i o u s l y r e s t r i c t e d b y v a r i a t i o n i n N e , w h i c h i s c o n t r a r y t o t h e g e n e r a l 

v i e w i n t h e f i e l d t h a t t h e h e a l t h o f s m a l l p o p u l a t i o n s d e g e n e r a t e s d u e t o 

l o w e r i m m u n o g e n e t i c d i v e r s i t y ( H e d r i c k 2 0 0 1 , H o g l u n d 2 0 0 9 ) . 

I n chapter I I I o n t h e d i v e r s i t y o f t h r e e T L R g e n e s , m y c o l l e a g u e s a n d I 

s h o w e d t h a t n e u t r a l s y n o n y m o u s d i v e r s i t y c l e a r l y c o r r e l a t e s w i t h i s l a n d 

a r e a , b u t a g a i n , f u n c t i o n a l n o n - s y n o n y m o u s d i v e r s i t y , a t l e a s t i n t h e t w o 

g e n e s T L R 1 B a n d T L R 4 , s h o w s n o c o r r e l a t i o n . M o r e o v e r , t h e r e i s o n l y 

o n e m a j o r p r o t e i n v a r i a n t i n t h e s e g e n e s , w h i c h i s s h a r e d b y a l m o s t a l l 

p o p u l a t i o n s . C o n s i d e r i n g t h a t t h e s a m p l i n g i s a l m o s t i d e n t i c a l t o t h e 

p r e v i o u s c h a p t e r , t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e M H C I I ( 3 w i t h 1 4 9 p e p t i d e 

v a r i a n t s a n d T L R 1 B a n d T L R 4 w i t h o n l y o n e o r t w o m a j o r p r o t e i n 

v a r i a n t s i s s t r i k i n g , e v e n d e s p i t e t h e f a c t t h a t a t l e a s t s i x d i f f e r e n t M H C I i p 

l o c i w e r e c o - a m p l i f i e d . T h i s c o n t r a s t s u g g e s t s t h a t t h e T L R l o c i a r e 

s u b j e c t e d t o a s t r o n g s t a b i l i s i n g s e l e c t i o n , i n c o n t r a s t t o M H C I I ( 3 , w h i c h 

i s s u b j e c t e d t o b a l a n c i n g s e l e c t i o n . D e s p i t e t h e s t r o n g s t a b i l i s i n g s e l e c t i o n 

o n T L R 4 , w e f o u n d a p r o t e i n v a r i a n t P 4 i n t h e s m a l l e s t p o p u l a t i o n o f 

C h a m p i o n t h a t e x h i b i t s r e m a r k a b l e p h y s i c o c h e m i c a l d i f f e r e n c e s 

c o m p a r e d t o t h e p r e d o m i n a n t w i d e s p r e a d v a r i a n t P 1 0 . I t i s t h e r e f o r e 

q u e s t i o n a b l e w h e t h e r t h i s i s a f i x e d d e l e t e r i o u s v a r i a n t o r a n a d a p t a t i o n . I 

t e n d t o i n t e r p r e t i t a s a d e v i a t i o n f r o m t h e o p t i m a l p r o t e i n c o n f o r m a t i o n , 

w h i c h i s p r o b a b l y a c a s e o f n e g a t i v e g e n e t i c e f f e c t r e l a t e d t o s m a l l 

p o p u l a t i o n s i z e , y e t e x p e r i m e n t a l v a l i d a t i o n w o u l d b e n e e d e d t o c l a r i f y 
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t h i s . T L R 1 5 a p p e a r s t o b e u n d e r l e s s p r e s s u r e f r o m s t a b i l i s i n g s e l e c t i o n , 

a s b o t h n e u t r a l a n d a d a p t i v e d i v e r s i t y c o r r e l a t e w i t h i s l a n d s i z e a n d t h e r e 

w e r e f o u r m a j o r p r o t e i n v a r i a n t s . T h i s i s a c t u a l l y c o n s i s t e n t w i t h a r e c e n t 

f i n d i n g t h a t T L R 1 5 h a s b e e n c r y p t i c a l l y p s e u d o g e n i s e d a n d t h e r e f o r e 

l a c k s f u n c t i o n a l i m m u n o g e n e t i c p o l y m o r p h i s m i n b i r d s ( F i d d a m a n e t a l . 

2 0 2 2 ) . P r e v i o u s s t u d i e s ( G r u e b e r e t a l . 2 0 1 3 , H a r t m a n n e t a l . 2 0 1 4 ) 

c l a i m e d t h a t T L R s a r e p r e d o m i n a n t l y s h a p e d b y d r i f t i n s m a l l 

p o p u l a t i o n s , b u t m y r e s u l t s s h o w a d i f f e r e n t p e r s p e c t i v e . A l t h o u g h t h e 

n e u t r a l d i v e r s i t y o f T L R s i s s h a p e d b y g e n e t i c d r i f t , t h e f u n c t i o n a l 

d i v e r s i t y o f T L R 4 a n d T L R 1 B i s s t r o n g l y c o n s t r a i n e d b y p u r i f y i n g 

s e l e c t i o n . T h i s f i n d i n g a l s o s u g g e s t s s o m e r e s i l i e n c e t o d e l e t e r i o u s 

g e n e t i c f a c t o r s i n m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s i n G a l a p a g o s , w h i l e 

C h a m p i o n r e m a i n s a p o s s i b l e e x c e p t i o n t o t h i s g e n e r a l f i n d i n g . 

I n chapter I V m y c o l l e a g u e s a n d I p r e s e n t n e w d e t a i l s o n t h e p o p u l a t i o n 

d e m o g r a p h y a n d f l u c t u a t i o n o f N e i n a s u b s e t o f e i g h t p o p u l a t i o n s o f 

G a l a p a g o s a n d F l o r e a n a m o c k i n g b i r d s . M y c o l l e a g u e s a n d I s h o w t h a t t h e 

b o t t l e n e c k i n G a l a p a g o s c o l o n i s a t i o n o c c u r r e d b e t w e e n 1 - 2 M y a , 

c o n s t r a i n i n g p r e v i o u s e s t i m a t e s b a s e d o n m i t o c h o n d r i a l D N A ( A r b o g a s t 

e t a l . 2 0 0 6 ) . I n c o n t r a s t t o o u r e a r l i e r v i e w o f p o p u l a t i o n s b e i n g s m a l l a n d 

s e p a r a t e d o v e r l o n g p e r i o d s o f t i m e , t h e s u b d i v i s i o n o f G a l a p a g o s 

m o c k i n g b i r d p o p u l a t i o n s w a s r e l a t i v e l y r e c e n t a n d t h e d e c l i n e o f t h e i r N e 

o c c u r r e d w i t h i n t h e l a s t 1 0 0 , 0 0 0 y e a r s . T h e c o n n e c t i o n a n d s e p a r a t i o n o f 

i s l a n d s d u e t o e u s t a s i s a n d e r o s i o n ( A l i & A i t c h i s o n 2 0 1 4 , G e i s t e t a l . 

2 0 1 4 ) f i t s w e l l t h e i n f e r r e d d e m o g r a p h i c h i s t o r y . D e s p i t e t h e f l u c t u a t i o n 

o f N e i n t h e p a s t , w e f o u n d t h a t b o t h c u r r e n t N e a n d n u c l e o t i d e d i v e r s i t y 

c o r r e l a t e l i n e a r l y w i t h i s l a n d a r e a . T h i s c o n f i r m s t h e f i n d i n g s f r o m t h e 

p r e v i o u s c h a p t e r s a n d f r o m H o e c k e t a l . ( 2 0 1 0 b ) t h a t g e n e t i c d r i f t i s 

h i g h l y d e t e r m i n e d b y c u r r e n t i s l a n d a r e a . I n c o n t r a s t , t h e d e g r e e o f 

i n b r e e d i n g d e t e c t e d b y t h e a n a l y s i s o f r u n s o f h o m o z y g o s i t y w a s 

c o n s i d e r a b l e o n l y i n t h e s m a l l e s t p o p u l a t i o n s ( C h a m p i o n , D a r w i n , W o l f 

a n d G a r d n e r b y F l o r e a n a ) . C h a m p i o n ' s p o p u l a t i o n i n p a r t i c u l a r s h o w e d a n 

e x c e p t i o n a l l y h i g h d e g r e e o f i n b r e e d i n g , w h i c h i s m o r e t y p i c a l o f 
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p a r t i a l l y s e l f i n g p l a n t s t h a n o f o u t c r o s s i n g v e r t e b r a t e s ( D o l e & R i t l a n d 

1 9 9 3 ) . 

T h e a n a l y s i s o f g e n e t i c l o a d a s p a r t o f c h a p t e r I V s u g g e s t e d a p o s s i b l e 

r o l e o f p u r g i n g ( C r o w 1 9 7 0 , H e d r i c k 1 9 9 4 ) . W h i l e r e a l i s e d ( r e c e s s i v e ) 

g e n e t i c l o a d w a s a n i n v e r s e f u n c t i o n o f i s l a n d s i z e , a d d i t i v e ( t o t a l ) l o a d 

w a s l o w e s t i n t h e s m a l l e s t p o p u l a t i o n o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d , D a r w i n . 

F u r t h e r m o r e , a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w a s f o u n d b e t w e e n a d d i t i v e l o a d a n d 

i s l a n d a r e a i n t h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d . T h i s i s a p o s s i b l e i n d i c a t i o n o f 

m o r e e f f i c i e n t s e l e c t i o n a g a i n s t d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s i n s m a l l e r 

p o p u l a t i o n s c o m p a r e d t o l a r g e r p o p u l a t i o n s , a p h e n o m e n o n k n o w n a s 

p u r g i n g . O u r s t u d y t h e r e f o r e c o m p l e m e n t s a g r o w i n g b o d y o f e v i d e n c e 

f o r t h e i m p o r t a n c e o f p u r g i n g ( e . g . R o b i n s o n e t a l . 2 0 1 8 ) . N e v e r t h e l e s s , 

a d d i t i v e l o a d w a s h i g h e s t i n t h e t w o e x t a n t p o p u l a t i o n s o f M . trifasciatus. 

T h i s p a t t e r n m a y b e r e l a t e d t o t h e f a c t t h a t t h e p o p u l a t i o n s e x p e r i e n c e d a 

r a p i d b o t t l e n e c k 1 5 0 y e a r s a g o w h e n t h e s p e c i e s w e n t e x t i n c t o n F l o r e a n a 

a n d t h e r e w a s n o t e n o u g h t i m e t o r e m o v e t h e b u r d e n ( H o e c k e t a l . 2 0 1 0 a ) . 

O v e r a l l , t h e r e s u l t s o f t h e l a s t c h a p t e r s u g g e s t t h a t a l t h o u g h t h e e f f e c t o f 

g e n e t i c d r i f t i n c r e a s e s a s t h e i s l a n d a r e a i s r e d u c e d , i t d o e s n o t l e a d t o 

a c c u m u l a t i o n o f a h i g h e r v o l u m e o f d e l e t e r i o u s m u t a t i o n s i n s m a l l 

p o p u l a t i o n s o f t h e G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d , w h e r e a s t h e r e i s e v i d e n c e o f 

a n a c c u m u l a t i o n o f g e n e t i c l o a d i n t h e c a s e o f t h e F l o r e a n a m o c k i n g b i r d , 

p o s s i b l y d u e t o i t s p a r t i c u l a r d e m o g r a p h y . 

T h e w o r k o f f e r s a n e w p e r s p e c t i v e o n l o n g - s t a n d i n g q u e s t i o n s i n t h e f i e l d 

o f c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , b u t a l s o p r o v i d e s s o u r c e s o f i n f o r m a t i o n 

r e l e v a n t t o t h e a c t u a l c o n s e r v a t i o n o f m o c k i n g b i r d s i n G a l a p a g o s . U s i n g 

g e n o m i c d a t a , m y c o l l e a g u e s a n d I h a v e m a d e a n e s t i m a t e o f t h e N e o f 

t h e t w o r e m a i n i n g p o p u l a t i o n s o f F l o r e a n a m o c k i n g b i r d . B o t h 

p o p u l a t i o n s h a v e N e b e l o w 1 0 0 , w h i c h i s c o n s i d e r e d t o o l o w t o a v o i d 

i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n a n d f a r t o o l o w t o m a i n t a i n e v o l u t i o n a r y p o t e n t i a l 

f o r f i t n e s s i n t h e l o n g t e r m ( F r a n k h a m e t a l . 2 0 1 4 ) . E v e n i f w e c o n s i d e r a 

d i s a p p r o v a l o f a " 1 0 0 / 1 0 0 0 N e " r u l e b y G a r c i a - D o r a d o ( 2 0 1 5 ) , w h o 
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a r g u e s t h a t t h e r e c o m m e n d e d l e v e l s c a n b e l o w e r e d t h a n k s t o p u r g i n g , t h e 

p o p u l a t i o n s i z e i s c r i t i c a l l y l o w , e s p e c i a l l y i n C h a m p i o n w i t h t h e N e o f 

1 4 + 7 . B o t h p o p u l a t i o n s o f t h i s s p e c i e s h a v e h i g h l e v e l s o f g e n e t i c l o a d , 

w h i c h , t o g e t h e r w i t h a p u t a t i v e d e l e t e r i o u s v a r i a n t o f T L R 4 o n 

C h a m p i o n , i n d i c a t e s i n e f f i c i e n c y o f p u r i f y i n g s e l e c t i o n . T o g e t h e r w i t h t h e 

f a c t t h a t d i v e r g e n c e b e t w e e n p o p u l a t i o n s i s l o w , t h i s p r o v i d e s s u f f i c i e n t 

j u s t i f i c a t i o n f o r t h e p l a n n e d g e n e t i c r e s c u e o f t h i s s p e c i e s ( C h a r l e s 

D a r w i n F o u n d a t i o n 2 0 0 8 ) . G e n o m i c d a t a s u c h a s t h e a s s e m b l e d a n d 

a n n o t a t e d g e n o m e o f t h e S a n C r i s t o b a l m o c k i n g b i r d a n d 2 4 r e s e q u e n c e d 

g e n o m e s w i l l s e r v e a s a r e s o u r c e f o r f u r t h e r c o n s e r v a t i o n e f f o r t s i n 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . 

Future perspectives 

H e r e w i t h I w o u l d l i k e t o p o i n t o u t s o m e f u t u r e p e r s p e c t i v e s i n t h e f i e l d o f 

c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s w i t h r e g a r d t o m y t h e s i s . B y f o c u s i n g o n l y o n 

c o r r e l a t i v e a p p r o a c h e s b e t w e e n t h e d e t e r m i n e d g e n e t i c i n d i c e s a n d i s l a n d 

a r e a , I r e a l i s e d t h a t t h e r e i s a d e s p e r a t e l a c k o f e x p e r i m e n t a l v a l i d a t i o n i n 

t h i s w o r k , b u t a l s o i n t h e f i e l d i n g e n e r a l . F o r e x a m p l e , i n a m a j o r r e v i e w 

o n t h e u s e o f p o p u l a t i o n g e n o m i c s f o r w i l d l i f e c o n s e r v a t i o n a n d 

m a n a g e m e n t , t h e r e i s n o m e n t i o n o f e x p e r i m e n t a l v a l i d a t i o n ( H o h e n l o h e 

e t a l . 2 0 2 1 ) . T h e e f f e c t o f i n d i v i d u a l a l l e l e s c o u l d n o w a d a y s b e t e s t e d 

d i r e c t l y w i t h t r a n s g e n i c m e t h o d s ( B a r r a n g o u a n d D o u d n a 2 0 1 6 ) , a n d I 

w o u l d b e t e m p t e d t o e s t i m a t e t h e f i t n e s s e f f e c t s o f s o m e o f t h e i m m u n e 

v a r i a n t s u n d e r d i f f e r e n t p a t h o g e n i c c o n d i t i o n s . B u t i n t h e c a s e o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s , e x p e r i m e n t s a r e r a t h e r u n a t t a i n a b l e a n d w e 

h a v e t o r e l y o n n a t u r a l e x p e r i m e n t s o r w o r k w i t h Drosophila 

melanogaster ( P e k k a l a e t a l . 2 0 1 2 ) o r p l a n t s w h e r e e x p e r i m e n t a l 

m a n i p u l a t i o n s a r e m o r e c o m m o n i n c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s ( W i l l i e t a l . 

2 0 0 5 , A l l e n d o r f e t a l . 2 0 1 3 ) . M o r e r e a c h a b l e a d v a n c e w o u l d b e a 

v a l i d a t i o n o f t h e e x p r e s s i o n o f s p e c i f i c M H C I I ( 3 a l l e l e s ( B a b i k 2 0 1 0 ) , 

w h i c h w o u l d g r e a t l y e n h a n c e t h e c r e d i b i l i t y o f m y f i n d i n g s . I n d e e d , w e 

s p e n t s o m e t i m e w i t h m y u n d e r g r a d u a t e s t u d e n t o n R N A e x t r a c t i o n f r o m 
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R N A - l a t e r f i x e d s a m p l e s c o l l e c t e d b y o u r t e a m , b u t u n f o r t u n a t e l y w e 
f a i l e d d u e t o R N A d e g r a d a t i o n . 

I n d i c e s o f g e n e t i c l o a d t h a t h a v e b e e n v a l i d a t e d i n m o d e l o r g a n i s m s 

( S i m o n s & S e l l a 2 0 1 6 ) s h o u l d a l s o b e r e v a l i d a t e d i n a f o c a l s p e c i e s 

g r o u p , a s t h e d i s t r i b u t i o n o f f i t n e s s e f f e c t s a n d t h e d i s t r i b u t i o n o f 

d o m i n a n c e a r e v a r i a b l e a c r o s s s p e c i e s ( E y r e - W a l k e r & K e i g h t l e y 2 0 0 7 , 

H u b e r e t a l . 2 0 1 8 , B e r t o r e l l e e t a l . 2 0 2 2 ) . I n a d d i t i o n , o t h e r g e n e t i c l o a d 

i n d i c e s s u c h a s t h e G e n o m i c E v o l u t i o n a r y R a t e P r o f i l i n g ( G E R P ) 

( C o o p e r e t a l . 2 0 0 5 ) o r s o r t i n g t o l e r a n t f r o m i n t o l e r a n t m u t a t i o n s ( S I F T ) 

( N g & H e n i k o f f 2 0 0 3 ) c o u l d b e u s e d t o v a l i d a t e o u r r e s u l t s ( B e r t o r e l l e e t 

a l . 2 0 2 2 ) . 

S i m u l a t i o n a p p r o a c h e s w i l l b e a n o t h e r f r u i t f u l a v e n u e i n t h e f i e l d o f 

c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s . T h i s a p p r o a c h o f i n s i l i c o e v o l u t i o n , w h e r e a l l 

p a r a m e t e r s c a n b e c o n t r o l l e d ( H a l l e r & M e s s e r 2 0 1 7 , K y r i a z i s e t a l . 

2 0 2 2 ) , h a s g r e a t p o t e n t i a l t o v a l i d a t e r e s u l t s t h a t r e f l e c t e v o l u t i o n a r y 

c h a n g e s o v e r t h o u s a n d s o f g e n e r a t i o n s . S i m u l a t i o n w o u l d m i m i c 

e v o l u t i o n u n d e r s p e c i f i c d e m o g r a p h i c s c e n a r i o s d e r i v e d f r o m g e n o m i c 

d a t a . I n t h i s w a y , i t i s p o s s i b l e t o t e s t w h i c h s e l e c t i o n a n d w h i c h 

d e m o g r a p h i c c o n s t r a i n t s r e p r o d u c e t h e s a m e p a t t e r n s o f e m p i r i c a l l y 

o b s e r v e d g e n e t i c l o a d ( K y r i a z i s e t a l . 2 0 2 2 ) . F u r t h e r m o r e , o n c e v a l i d a t e d , 

s u c h s i m u l a t i o n s h a v e t h e p o t e n t i a l t o p r e d i c t f u t u r e p o p u l a t i o n 

p e r s i s t e n c e u n d e r h y p o t h e t i c a l s c e n a r i o s , w h i c h i s a p o w e r f u l t o o l f o r 

d e c i s i o n - m a k i n g i n c o n s e r v a t i o n b i o l o g y ( R o b i n s o n e t a l . 2 0 2 2 ) . 

I n s u m m a r y , I e c h o t h e r e c e n t a r g u m e n t s o f T e i x e i r a & H u b e r ( 2 0 2 1 a ) , 

w h o s u g g e s t t h a t t h e i m p o r t a n c e o f n e u t r a l d i v e r s i t y a s a n i n d e x o f 

g e n e t i c h e a l t h i s i n f l a t e d a n d t h a t m o r e a t t e n t i o n s h o u l d b e p a i d t o 

f u n c t i o n a l g e n e t i c d i v e r s i t y i n s t e a d . B y t h i s s t a t e m e n t , I d o n o t m e a n t o 

s a y t h a t n e u t r a l m a r k e r s a r e u s e l e s s i n c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , w h i c h i s a 

c o m m o n m i s u n d e r s t a n d i n g o f T e i x e i r a & H u b e r ' s a r g u m e n t s ( D e W o o d y 

e t a l . 2 0 2 1 , G a r c i a - D o r a d o & C a b a l l e r o 2 0 2 1 , T e i x e i r a a n d H u b e r 2 0 2 1 b ) . 
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F i n a l l y , I h a v e b e e n c o n c e r n e d a b o u t a h y p o t h e t i c a l q u e s t i o n t h a t i s 

l o o m i n g a b o v e t h e f i e l d o f c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s : w h e t h e r t o f u n d a 

g e n o m i c s t u d y o r r a t h e r b u y a p i e c e o f l a n d f o r t h e p u r p o s e o f n a t u r e 

p r o t e c t i o n . W i t h c u r r e n t e m p i r i c a l k n o w l e d g e , i t i s c l e a r t h a t l a r g e r 

p o p u l a t i o n s h a v e b e t t e r p r o s p e c t s ( A l l e n d o r f e t a l . 2 0 2 2 ) , w e d o n o t n e e d 

m o r e p o p u l a t i o n g e n e t i c s t o p r o v e t h a t . P e r h a p s i t i s s t i l l w o r t h 

u n d e r s t a n d i n g h o w g e n e t i c r e s c u e w o r k s ( H e d r i c k & G a r c i a - D o r a d o 

2 0 1 6 ) i f w e a r e t o u s e i t a s a c o n s e r v a t i o n m e a s u r e . H o w e v e r , a n o t h e r 

q u e s t i o n i s w h e t h e r g e n e t i c r e s c u e i s a s u s t a i n a b l e a p p r o a c h ( H e d r i c k e t 

a l . 2 0 1 9 ) , a n d I t e n d n o t t o c o m m e n t o n t h e s u s t a i n a b i l i t y o f d e - e x t i n c t i o n 

i n t h i s r e g a r d ( R i c h m o n d e t a l . 2 0 1 6 ) . A f t e r s p e n d i n g a f e w y e a r s 

r e s e a r c h i n g t h e g e n e t i c c o n s e q u e n c e s o f s m a l l p o p u l a t i o n s , I r e a l i s e d t h a t 

i t i s c u r i o s i t y t h a t m o t i v a t e s m e t o d i v e d e e p i n t o t h e g e n o m e s o f 

e n d a n g e r e d s p e c i e s a n d i n t o t h e l a n d s c a p e s o f p a s t c h a n g e s , r a t h e r t h a n 

t h e c o n s e r v a t i o n a s p e c t . I h a v e u n c o v e r e d i n t e r e s t i n g c o n s e q u e n c e s o f 

p o p u l a t i o n g e n e t i c s i n p o p u l a t i o n s o f m o c k i n g b i r d s i n t h e G a l a p a g o s 

I s l a n d s , t h e r e b y h o p e f u l l y e x p a n d i n g h u m a n k n o w l e d g e . H o w e v e r , I a l s o 

r e a l i s e d t h a t i n c r e a s i n g t h e s p a c e f o r n a t u r a l p r o c e s s e s w o u l d b r i n g m o r e 

b e n e f i t s t o e n d a n g e r e d w i l d l i f e t h a n m e r e a c c u m u l a t i o n o f s u b j e c t i v e 

h u m a n k n o w l e d g e a b o u t g e n e t i c p r o c e s s e s i n t h e s e s m a l l p o p u l a t i o n s . 
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w i l d l i f e c o n s e r v a t i o n a n d m a n a g e m e n t . M o l e c u l a r E c o l o g y , 3 0 , 

6 2 - 8 2 . 

H u b e r C D , D u r v a s u l a A , H a n c o c k A M , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 1 8 ) G e n e 

e x p r e s s i o n d r i v e s t h e e v o l u t i o n o f d o m i n a n c e . N a t u r e 

C o m m u n i c a t i o n s , 9 , 2 7 5 0 . 
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K y r i a z i s C C , R o b i n s o n J A , L o h m u e l l e r K E ( 2 0 2 2 ) U s i n g c o m p u t a t i o n a l 

s i m u l a t i o n s t o q u a n t i f y g e n e t i c l o a d a n d p r e d i c t e x t i n c t i o n r i s k . 

b i o R x i v , 2 0 2 2 . 0 8 . 1 2 . 5 0 3 7 9 2 . 

L e i g h D M , H e n d r y A P , V a z q u e z - D o m i n g u e z E , F r i e s e n V L ( 2 0 1 9 ) 

E s t i m a t e d s i x p e r c e n t l o s s o f g e n e t i c v a r i a t i o n i n w i l d p o p u l a t i o n s 

s i n c e t h e i n d u s t r i a l r e v o l u t i o n . E v o l u t i o n a r y A p p l i c a t i o n s , 1 2 , 

1 5 0 5 - 1 5 1 2 . 

L i H , X i a n g - Y u J , D a i G e t a l . ( 2 0 1 6 ) L a r g e n u m b e r s o f v e r t e b r a t e s 

b e g a n r a p i d p o p u l a t i o n d e c l i n e i n t h e l a t e 1 9 t h c e n t u r y . P r o c e e d i n g s 

o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e U n i t e d S t a t e s o f 

A m e r i c a , 1 1 3 , 1 4 0 7 9 - 1 4 0 8 4 . 

L i g h t e n J , P a p a d o p u l o s A S T , M o h a m m e d R S e t a l . ( 2 0 1 7 ) E v o l u t i o n a r y 

g e n e t i c s o f i m m u n o l o g i c a l s u p e r t y p e s r e v e a l s t w o f a c e s o f t h e R e d 

Q u e e n . N a t u r e C o m m u n i c a t i o n s , 8 , 1 2 9 4 . 

M a x w e l l S L , F u l l e r R A , B r o o k s T M , W a t s o n J E M ( 2 0 1 6 ) B i o d i v e r s i t y : 

T h e r a v a g e s o f g u n s , n e t s a n d b u l l d o z e r s . N a t u r e , 5 3 6 , 1 4 3 - 1 4 5 . 

N g P C , H e n i k o f f S ( 2 0 0 3 ) S I F T : P r e d i c t i n g a m i n o a c i d c h a n g e s t h a t 
a f f e c t p r o t e i n f u n c t i o n . N u c l e i c A c i d s R e s e a r c h , 3 1 , 3 8 1 2 - 3 8 1 4 . 

P e k k a l a N , K n o t t K E , K o t i a h o J S , P u u r t i n e n M ( 2 0 1 2 ) I n b r e e d i n g r a t e 

m o d i f i e s t h e d y n a m i c s o f g e n e t i c l o a d i n s m a l l p o p u l a t i o n s . 

E c o l o g y a n d E v o l u t i o n , 2 , 1 7 9 1 - 1 8 0 4 . 

R i c h m o n d D J , S i n d i n g M H S , G i l b e r t M T P ( 2 0 1 6 ) T h e p o t e n t i a l a n d 

p i t f a l l s o f d e - e x t i n c t i o n . Z o o l o g i c a S c r i p t a , 4 5 , 2 2 - 3 6 . 

R o b i n s o n J A , B r o w n C , K i m B Y , L o h m u e l l e r K E , W a y n e R K ( 2 0 1 8 ) 

P u r g i n g o f S t r o n g l y D e l e t e r i o u s M u t a t i o n s E x p l a i n s L o n g - T e r m 

P e r s i s t e n c e a n d A b s e n c e o f I n b r e e d i n g D e p r e s s i o n i n I s l a n d F o x e s . 

C u r r e n t B i o l o g y , 2 8 , 3 4 8 7 - 3 4 9 4 . e 4 . 

R o b i n s o n J A , K y r i a z i s C C , N i g e n d a - M o r a l e s S F e t a l . ( 2 0 2 2 ) T h e 
c r i t i c a l l y e n d a n g e r e d v a q u i t a i s n o t d o o m e d t o e x t i n c t i o n b y 
i n b r e e d i n g d e p r e s s i o n . S c i e n c e , 3 7 6 , 6 3 5 - 6 3 9 . 
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S c h l a e p f e r D R , B r a s c h l e r B , R u s t e r h o l z H - P , B a u r B ( 2 0 1 8 ) G e n e t i c 

e f f e c t s o f a n t h r o p o g e n i c h a b i t a t f r a g m e n t a t i o n o n r e m n a n t a n i m a l 

a n d p l a n t p o p u l a t i o n s : a m e t a - a n a l y s i s . E c o s p h e r e , 9 , e 0 2 4 8 8 . 

S i m o n s Y B , S e l l a G ( 2 0 1 6 ) T h e i m p a c t o f r e c e n t p o p u l a t i o n h i s t o r y o n 

t h e d e l e t e r i o u s m u t a t i o n l o a d i n h u m a n s a n d c l o s e e v o l u t i o n a r y 

r e l a t i v e s . C u r r e n t O p i n i o n i n G e n e t i c s & D e v e l o p m e n t , 4 1 , 

1 5 0 - 1 5 8 . 

T e i x e i r a J C , H u b e r C D ( 2 0 2 1 a ) T h e i n f l a t e d s i g n i f i c a n c e o f n e u t r a l 

g e n e t i c d i v e r s i t y i n c o n s e r v a t i o n g e n e t i c s . P r o c e e d i n g s o f t h e 

N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e U n i t e d S t a t e s o f A m e r i c a , 

1 1 8 , 1 - 1 0 . 

T e i x e i r a J C , H u b e r C D ( 2 0 2 1 b ) A u t h o r s ' R e p l y t o L e t t e r t o t h e E d i t o r : 

N e u t r a l g e n e t i c d i v e r s i t y a s a u s e f u l t o o l f o r c o n s e r v a t i o n b i o l o g y . 

C o n s e r v a t i o n G e n e t i c s , 2 2 , 5 4 7 - 5 4 9 . 

W i l l i Y , V a n B u s k i r k J , F i s c h e r M ( 2 0 0 5 ) A t h r e e f o l d g e n e t i c a l l e e 

e f f e c t : P o p u l a t i o n s i z e a f f e c t s c r o s s - c o m p a t i b i l i t y , i n b r e e d i n g 

d e p r e s s i o n a n d d r i f t l o a d i n t h e s e l f - i n c o m p a t i b l e Ranunculus 

reptans. G e n e t i c s , 1 6 9 , 2 2 5 5 - 2 2 6 5 . 
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Author's Curriculum vitae 

N a m e : M g r . J a k u b Vlček 

D a t e o f B i r t h : 1 5 / 0 5 / 1 9 9 0 

N a t i o n a l i t y : C z e c h 

A d d r e s s : Třebín 0 1 , D u b n e , 3 7 3 8 4 , C z e c h R e p u b l i c 

P h o n e : + 4 2 0 7 7 3 1 2 4 3 3 3 

E m a i l : k . v l c a k @ g m a i l . c o m 

O R C I D : 0 0 0 0 - 0 0 0 2 - 2 1 7 4 - 9 3 7 4 

Education 

2015 - now P h D c a n d i d a t e i n Z o o l o g y , F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y 

o f S o u t h B o h e m i a . 

2012 - 2015 M a s t e r d e g r e e i n Z o o l o g y , F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y 

o f S o u t h B o h e m i a . 

2009 - 2012 B a c h e l o r d e g r e e i n B i o l o g y , F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y 

o f S o u t h B o h e m i a . 

2001 - 2009 Gymnázium Jiřího W o l k e r a Prostějov- b i o l o g y a n d 
c h e m i s t r y . 

Employment History 

2017 - now T e c h n i c i a n a n d r e s e a r c h a s s i s t a n t , U n i t o f E v o l u t i o n a n d 

D i v e r s i t y o f V a s c u l a r P l a n t s , D e p a r t m e n t o f b o t a n y , F a c u l t y o f S c i e n c e , 

C h a r l e s U n i v e r s i t y . 

2012 - now T e c h n i c i a n a n d r e s e a r c h a s s i s t a n t , L a b o r a t o r y o f M o l e c u l a r 

E c o l o g y , I n s t i t u t e o f P a r a s i t o l o g y , B i o l o g y C e n t r e C A S . 

2015 - now P h D s t u d e n t , I n s t i t u t e o f P a r a s i t o l o g y , B i o l o g y C e n t r e 

C A S . 
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2010 - now F i e l d o r n i t h o l o g i s t : B i r d m o n i t o r i n g i n I m p o r t a n t B i r d 

A r e a s ( I B A s ) a n d N A T U R A 2 0 0 0 , C z e c h S o c i e t y f o r O r n i t h o l o g y . 

2015 - 2016 F i e l d o r n i t h o l o g i s t : B i r d b r e e d i n g a t l a s c e n s u s i n t h e 

C z e c h R e p u b l i c , C z e c h U n i v e r s i t y o f L i f e S c i e n c e s P r a g u e . 

Internship 

May - September 2018 K i r k L o h m u e l l e r a n d R o b e r t W a y n e l a b s , 

D e p a r t m e n t o f E c o l o g y a n d E v o l u t i o n a r y B i o l o g y a t t h e U n i v e r s i t y o f 

C a l i f o r n i a , L o s A n g e l e s , U S A . 

June 2017 Vladimír Beneš, E M B L , G e n o m i c s C o r e F a c i l i t y , 

H e i d e l b e r g , G e r m a n y . 

September 2014 C a m i l a M a z z o n i , B e G e n D i v , B e r l i n . 

Teaching 

2016 - 2018 t e a c h i n g a s s i s t a n t , M o l e c u l a r e c o l o g y , F a c u l t y o f S c i e n c e , 

U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a . 

2016 - 2018 t e a c h i n g a s s i s t a n t , C o n s e r v a t i o n g e n e t i c s , F a c u l t y o f 

S c i e n c e , U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a . 

2017 - 2018 t e a c h i n g a s s i s t a n t , P o p u l a t i o n g e n e t i c s , F a c u l t y o f S c i e n c e , 

U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a . 

2015 - 2020 t e a c h i n g a s s i s t a n t , I n t r o d u c t o r y b a c h e l o r f i e l d c o u r s e , 

F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a . 

S u p e r v i s i o n o f t h e s e s : 

2019 B e . Matěj Miláček 

V a r i a b i l i t y o f m o l e c u l a r d i v e r s i t y a n d p r o t e i n s t r u c t u r e 

o f T o l l - l i k e r e c e p t o r s i n G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . B e . T h e s i s , i n C z e c h , 

F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a . 
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Publications 

Bohutínská M , Vlček J , M o n n a h a n P , Kolář F ( 2 0 2 3 ) P o p u l a t i o n 

g e n o m i c a n a l y s i s o f d i p l o i d - a u t o p o l y p l o i d s p e c i e s . P o l y p l o i d y , 

M e t h o d s a n d P r o t o c o l s , e d i t e d b y Y v e s V a n d e P e e r , H u m a n a N e w 

Y o r k , t o b e p u b l i s h e d i n 2 0 2 3 , 5 1 5 . 

Vlček J , Miláček M , V i n k l e r M , Štefka J ( 2 0 2 2 ) E f f e c t o f p o p u l a t i o n 

s i z e a n d s e l e c t i o n o n T o l l - l i k e r e c e p t o r d i v e r s i t y i n p o p u l a t i o n s o f 

G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . J o u r n a l o f e v o l u t i o n a r y b i o l o g y , I n p r i n t . 

R i e g e r t J , C h m e l K , Vlček J e t a l . ( 2 0 2 1 ) A l a r m i n g d e c l i n e s i n b i r d 
a b u n d a n c e i n a n A f r o m o n t a n e g l o b a l b i o d i v e r s i t y h o t s p o t . 
B i o d i v e r s i t y a n d C o n s e r v a t i o n , 3 0 , 3 3 8 5 - 3 4 0 8 . 

Bohutínská M , Vlček J , Y a i r S , L a e n e n B , Konečná V , F r a c a s s e t t i M , 

S l o t t e T , e t a l . ( 2 0 2 1 ) G e n o m i c b a s i s o f p a r a l l e l a d a p t a t i o n v a r i e s 

w i t h d i v e r g e n c e i n Arabidopsis a n d i t s r e l a t i v e s . P r o c e e d i n g s o f t h e 

N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s 1 1 8 , e 2 0 2 2 7 1 3 1 1 8 . 

Konečná V , B r a y S , Vlček J , Bohutínská M , Požárová D , C h o u d h u r y 
R R , B o l l m a n n - G i o l a i A , e t a l . ( 2 0 2 1 ) P a r a l l e l a d a p t a t i o n i n 
a u t o p o l y p l o i d Arabidopsis arenosa i s d o m i n a t e d b y r e p e a t e d 
r e c r u i t m e n t o f s h a r e d a l l e l e s . N a t u r e C o m m u n i c a t i o n s 1 2 . 

K u b e l k a V , Havlíček J , Vlček J ( 2 0 2 1 ) Zajímavá a vzácná ornitologická 
pozorování v jižních Čechách V I I I I n t e r e s t i n g a n d r a r e 
o r n i t h o l o g i c a l r e c o r d s i n S o u t h B o h e m i a V I I I . Sborník Jihočeského 
m u z e a v Českých Budějovicích, Přírodní vědy, 6 1 , 4 6 - 6 8 . 

Vlček J a n d Štefka J . ( 2 0 2 0 ) . A s s o c i a t i o n b e t w e e n l o u s e a b u n d a n c e a n d 
M H C I I s u p e r t y p e s i n G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . P a r a s i t o l o g y 
R e s e a r c h , 1 1 9 , 1 5 9 7 - 1 6 0 5 . 

Holičova T , Sedláček F , Mácová A , Vlček J , Robovský J . ( 2 0 1 8 ) N e w 

r e c o r d o f Microtus mystacinus i n e a s t e r n K a z a k h s t a n : 

p h y l o g e o g r a p h i c a l c o n s i d e r a t i o n s . Z o o K e y s , 7 8 1 , 6 7 - 8 0 . 
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Vlček J , H o e c k P E A , K e l l e r L F , W a y h a r t J , D o l i n o vá I , Štefka J . 

( 2 0 1 6 ) B a l a n c i n g s e l e c t i o n a n d g e n e t i c d r i f t c r e a t e u n u s u a l p a t t e r n s 
o f M H C I i p v a r i a t i o n i n G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . M o l e c u l a r 
E c o l o g y 2 5 , 4 7 5 7 - 4 7 7 2 . 

Workshops and Conferences 

2019 C o n g r e s s o f T h e E u r o p e a n S o c i e t y f o r E v o l u t i o n a r y B i o l o g y ( T a l k : 

G e n e t i c l o a d i n p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s M o c k i n g b i r d s ) 

2016 E u r o p e a n M e e t i n g o f P h D S t u d e n t s i n E v o l u t i o n a r y B i o l o g y ( T a l k : 

I m m u n o - g e n e t i c v a r i a t i o n , p a t h o g e n m e d i a t e d s e l e c t i o n a n d g e n e t i c d r i f t 

i n p o p u l a t i o n s o f G a l a p a g o s m o c k i n g b i r d s . ) 

2016 W o r k s h o p o n P o p u l a t i o n a n d S p e c i a t i o n G e n o m i c s (Český 

K r u m l o v , C z e c h i a ) 

2013 W o r k s h o p o n M o l e c u l a r E v o l u t i o n , E u r o p e (Český K r u m l o v , 

C z e c h i a ) 

2013 C o n g r e s s o f T h e E u r o p e a n S o c i e t y f o r E v o l u t i o n a r y B i o l o g y 

( P o s t e r : V a r i a t i o n i n M H C I I g e n e s i n t h e c o n t e x t o f G a l a p a g o s 

M o c k i n g b i r d s s t u d y s y s t e m ) . 

Other 

L a n g u a g e s : C z e c h ( n a t i v e ) , E n g l i s h ( f l u e n t ) , R u s s i a n ( f l u e n t ) , S p a n i s h 

( b a s i c ) . 

P r o g r a m m i n g l a n g u a g e s : R , b a s h , P y t h o n 

G i t h u b : h t t p s : / / g i t h u b . c o m / v l k o f l y 
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