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FLEXIBILIDAD COMPORTAMENTALDEL TORDORENEGRIDO(MOLOTHRUS
BONARIENSIS)AL PARASITARDIFERENTESHOSPEDADORES.

Resumen

Se estudid la flexibilidad comportamental de un parasito de cria generalistaidel To
Renegrido (Molothrus bonariensis), mediante experimentos a campo y en laboratatilzagenu
dos hospedadores frecuentes de esta especie, la Calandria Grande (Mimus saturninus) de mayor
tamanfo corporal que el parasito, y la Ratona Comun (Troglodytes aedon) de menor tamafio que éste.
Las caracteristicas estudiadas fueron: 1) la inversiébn maternal medida como ehta®sdide los
huevos, la concentracion de testosterona en yema, y la proporciéon primaria de sexos; 2) el
comportamiento de pedido de alimento de los pichones; y 3) el comportamiento de picadura de
huevos de las hembras adultas. Las hembras de tordo pusieron huevos mas grandes cuando
parasitaron nidos de calandria que cuando parasitaron nidos de ratona. Sin embargo, no ajustaron la
inversién de testosterona en yema ni la ni proporcién primaria de sexos segun el hospedador
utilizado. Los experimentos a campo realizados para estudiar el comportamiento dedpedido
alimento de los pichones mostraron que éstos tienen un comportamiento mas intensaygrde m
duracion cuando son criados en nidos de calandria que cuando lo son en nidos de ratona. Este
comportamiento no dependié de otros factores como edad, peso o estado nutricional del pichén.
Ademas, experimentos de translocacion de huevos entre hospedadores mostraron que este
comportamiento es plastico y depende del hospedador donde es criado el pichén. Los resultados
obtenidos en experimentos con hembras adultas durante la época reproductiva mostranan que
misma hembra puede modificar su comportamiento de picadura de huevos dependiendo del
contenido del nido. Las hembras mostraron un comportamiento de picaduras mas intensosante nido
gue tenianun huevo del hospedador de mayor tamafio corporal (calandria) y un huevo de tordo que
ante nidos con un huevo de un hospedador de menor tamafio corporal (ratona) y un hudwo de tor
Ademas, en el experimento con un huevo de calandria y uno de tordo las hembras picaron (y
perforaron) preferencialmente los huevos de calandria. Los resultados obtenidos indiean que
Tordo Renegrido presenta diferencias en su comportamiento parasitario segun keasstmasdel
hospedador utilizado. Para algunos de los caracteres estudiados estas difereneidanpteaer

una base genética mientras que para otros se trataria de plasticidad fenotipica.

Palabras claves:begging, comportamiento de pedido de alimento, comportamiento de picadura de
huevos, inversion maternal, Molothrus bonariensis, parasitismo de cria, testosterona.



BEHAVIOURAL FLEXIBILITY OFSHINY COWBIRDS(MOLOTHRUS
BONARIENSIS)PARASITIZING DIFFERENTHOSTS

Abstract

| studied the behavioral flexibility of a generalist brood parasite, the Shiny @bwbi
(Molothrus bonariensis) by carrying out field and laboratory experiments. lweezbmmon hosts
of this parasite, the Chalk-browed Mockingbird (Mimus saturninus) a host ldrgn the cowbird
and the House Wren (Troglodytes aedon) a host smaller than the cowbird. The charadyeed
were: 1) maternal investment measured as size and weight of the egg, concefttatitosterone
in the yolk, and primary sex ratio; 2) begging of cowbird chicks and 3) puncture egg beifavior
cowbird females. | found that cowbird females laid bigger eggs in mockingbird than in wren nest
However, they did not adjust the concentration of testosterone in the vtk primary sex ratio
depending on the host used. Field experiments performed to study begging behaviour showed that
cowbird nestlings raised in mockingbird nests had a shorter latency, a higher beggirity iabehs
longer begging bouts than cowbird nestlings raised in wren nests. This behaviour ¢igemat dn
age, weight or condition of the chick. Besides, experiments of egg translobatisaen hosts
showed that begging was plastic and depended on the host where the parasite chick wabkegaised. T
results of the experiments conducted with adult females during the reproductive seasortishiowed
they change her egg puncture behaviour depending on nest content. Females showed more intense
puncture behaviour in nests with one host egg larger than that of the parasitegbictkand one
cowbird egg than in nests with one host egg smaller than that of the parasit® &wd one
cowbird egg. Also, in the experiment with one mockingbird and one cowbird egg females pecked
(and punctured) preferentially mockingbird eggs. These results show thatClivityrds present
differences in their parasitic behaviors depending on the host they use. For sheelwdracters
studied these differences appear to have a genetic basis while for others tltepenitnd result of

behavioral flexibility.

Keywords: begging, egg puncture behavior, parental investment, Molothrus bonariensis, brood
parasitism, testosterone.
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Capitulo 1

Introduccién general

1.1 Parasitismo de cria interespecifico

El parasitismo de cria interespecifico en aves es una estrategia reproductiva en la que un
individuo de una especie (el parasito), deposita sus huevos en nidos de otro individuo de
otra especie (el hospedador) que se encarga de la incubacion de los huevos y de la
alimentacion de los pichones del parasito. Generalmente, el cuidado parental de los
pichones parasitos por parte del hospedador contindia por un tiempo variable luego de que
éstos abandonan exitosamente el nido (Davies 2000).

Las especies parasitas de cria interespecificas poseen una estrategia reproductiva
obligada dependiendo completamente de su hospedador para reproducirse (Ortega 1998,
Davies 2000). Las hembras parasitas de cria obligada no poseen la habilidad de construir
nidos y de incubar huevos, y tampoco pueden alimentar a sus pichones (Sealy y col. 2002).
El éxito de los parasitos depende de encontrar nidos para depositar sus huevos. La
busqueda de nidos es realizada por medio de claves comportamentales que proveen los
hospedadores en las cercanias de sus nidos (Norman y Robertson 1975, Smith y col. 1984,
Grieef y Sealy 2000). El parasitismo suele ocurrir durante la etapa de puesta del hospedador
para disminuir la probabilidad de abandono del nido o de rechazo de los huevos parasitos
(Briskie y Sealy 1987, Hill y Sealy 1994, Fraga 1998), pero antes de que el hospedador
haya iniciado la etapa de incubacion, para que su huevo tenga posibilidad de eclosionar
tempranamente y su pichdn no se encuentre en desventaja competitiva respecto a los
pichones del hospedador (Rothstein y Robinson 1998).

Los pichones parasitos presentanacteristicas que les permiten competir por el
alimento con los pichones del hospedador. Algunas especies poseen patrones de coloracion
en su boca que imitan al de los pichones de sus hospedadores (Nicolai 1974), otros poseen
comportamiento de pedido de alimento mas intenso (Lichtenstein y Sealy 1998), y una
mayor tasa de crecimiento que la esperable para una especie de su tamafo corporal (Wiley
1986, Soler y Soler 1991, Kattan 1996). Estas ultimas adaptaciones pueden en algunos



casos aumentar la probabilidad de muerte por inanicién de los pichones del hospedador
(Marvil y Cruz 1989).

1.2 El grupo de los tordos

El parasitismo de cria obligatorio es una estrategia reproductiva poco comun que esta
presente solo en el 1 % de las especies de aves y que ha evolucionado en forma
independiente en al menos siete oportunidades dentro del grupo de las aves (Rothstein
1990). Estos eventos ocurrieron en dos subfamilias de cuclillos (Cuculinae vy
Neomorphinae), en los pinzones parasitos africanos (Anomalospiza impéobividuas

dentro de Estrillae), en los “indicadores de miel” (Indicatoridae), en el Pato de Cabeza

Negra Heteronetta atricapilla (Anatidae), y en los tordos (Icterinae) (Payne 1977,
Rothstein 199D

El grupo de los tordos (Icterinae) se distribuye en América (Ortega 1998) y abarca a
5 especies parasitas, todas incluidas dentro del género Molothrus (Lanyon 1992). Los
tordos parésitos pueden clasificarse en especialistas o0 generalistas segun utilicen unas pocas
0 muchas especies hospedadoras. Los parasitos generalistas pueden utilizar un gran nimero
de hospedadores de taxa muy diversos (Ortega 1998). El Tordo Cabeza Marrén (. ater)
el Tordo Renegrido (M. bonariensis) son especies sumamente generalistas que parasitan a
mas de 200 hospedadores. El Tordo Bronceado (M. aeneus) parasita alrededor de 70
especies, mientras que el Tordo Pico Corto (M. rufoaxillaris) y el Tordo Gigante (M.
oryzivora) son las mas especialistas, ya que utilizan tres y siete hospedadores,
respectivamente (Ortega 1998, Jaramillo y Burke 1999).

El Tordo Renegrido es la especie de tordo con la distribucion mas amplia del género
(Ortega 1998). Su distribucion original incluia buena parte de América del Sur (con la
excepcion de Patagonia, Chile y la region Amazonica). A partir de comienzos del siglo XX,
esta especie comenzo la colonizacion de las islas del Caribe y hacia fines de dicho siglo
invadié el sur de los Estados Unidos de Norte América (Ortega 1998). Durante su
expansion, esta especie fue incorporando nuevos hospedadores llegando en la actualidad a
tener unos 250 hospedadores (Lowther 2010). Estos hospedadores poseen muy distintas
caracteristicas biolégicas por lo que su calidad como hospedadores difiere marcadamente

debido a que algunos rechazan huevos parasitos, no poseen una dieta adecuada para el

-2-



pichon de tordo, o difieren en las tasas de predacion de sus nidos (Mason 1986a, Fiorini y
col. 2005). Por otro lado, el patrén de utilizacion de los hospedadores por parte de las
hembras no es aleatorio ya que utilizan con mas frecuencia uno o pocos hospedadores por
region y, dependiendo de la regidén geografica, cambia la identidad de esos hospedadores
(De Marsico y col. 2010).

El éxito reproductivo de las hembras de tordo varia segun las caracteristicas del
hospedador utilizado (Fiorini y col. 2005) y el tamafio corporal del hospedador relativo al
tamafio corporal del tordo es una de estas caracteristicas. Las diferencias en tamafio entre el
hospedador y el parasito se manifiestan tanto en los huevos como en los pichones. El éxito
de eclosion de un huevo parasito podria verse reducido si es el huevo méas chico de la
nidada (Peer y Bollinger 1997). En estos casos, el huevo de tordo no es incubado
adecuadamente porque no tiene un buen contacto con el parche de incubacion de los padres
(Peer y Bollinger 1997, 2000). En aquellos hospedadores de mayor tamafio corporal que el
paréasito la competencia por el alimento entre los pichones de ambas especies es mayor y en
estos casos los pichones del hospedador se imponen a los del parasito resultando en una
mayor mortalidad del pichon parasito (Astie y Reboreda 2009, Fiorini y col. 2009). Esto
provoca una mayor mortalidad de pichones del parasito en este tipo de hospedadores
(Fiorini y col. 2009). Los hospedadores también poseen otras caracteristicas no asociadas a
su tamafio corporal que afectan el éxito reproductivo de las hembras de tordo, como por
ejemplo, el rechazo de huevos parasitos y el tipo de nido. Algunas especies hospedadoras
rechazan total o parcialmente los huevos parasitos. EI Tordo Renegrido presenta un alto
polimorfismo en el patrén de manchas y en la coloracién de la cascara de sus huevos
(Friedmann 1929, Ortega 1998). Algunos hospedadores (Tyrannus savana, Mason 1986a
Paroaria coronata, Luciano Segura, comunicacion personal) rechazan todos los morfos de
huevos de Tordo Renegrido, mientras que otros (Mimus saturninus, Mason, 1986a
Pseudoleistes virescens, Mermoz y Reboreda 1994) sdélo rechazan huevos del morfo
inmaculado.

Otro factor que afecta el éxito reproductivo de la hembra de tordo es el tipo de nido
gue construye el hospedador (abiertos o en cavidades) ya que la tasa de predacion de los

nidos abiertos es mayor que la de los nidos en cavidades (Martin y Li 1992) y por lo tanto



la probabilidad de producir un pichén exitoso seria mayor en nidos en cavidades (Mason
1986, Fiorini y col. 2005).

Recientemente, se han encontrado evidencias que indicarian cierto grado de
especializacién en la utilizacion de hospedadores en las hembras de Tordo Renegrido
(Mahler y col. 2007). Estos autores hicieron analisis genéticos del ADNm de pichones de
tordo de una misma region pero provenientes de nidos de distintos hospedadores y
encontraron que la distribucion de frecuencias de haplotipos mitocondriales difiere entre
hospedadores. El patron encontrado es en parte explicado por el tipo de nido que
construyen los hospedadores indicando que las hembras parasitas que utilizan hospedadores
con nidos abiertos (ej: Calandria Grande, Mimus saturninus; Pecho Amarillo, Pseudoleistes
virescensy Chingolo, Zonotrichia capensis) son genéticamente distintas de las que utilizan
nidos cerrados (ej: Ratona Comun, Troglodytes aedon). En forma paralela, Fiorini y col.
(2009) encontraron diferencias en el comportamiento de sincronizacion de la puesta de
huevos entre el hospedador y el parasito, y en el comportamiento de picaduras de huevos
entre dos hospedadores que poseen distinto tipo de nido (Calandria Grande y Ratona
Comun). Estos resultados sugieren la existencia de comportamientos hospedador-
especificos en esta especie parasita. Los resultados de Mahler y col. (2007) sugieren que las
hembras de tordo podrian tener distintas historias evolutivas asoeiddasdistintos
hospedadores que explicarian estas diferencias comportamentales observadas.

En especies parasitas de cria generalistas que utilizan hospedadores de distinta
calidad es interesante estudiar la evolucién de comportamientos hospedador-especifico. El
Tordo Renegrido es un excelente modelo parasito para estudiar las variaciones
comportamentales asociadas al tipo de hospedador parasitado ya que utiliza hospedadores

de distintas caracteristicas donde su éxito reproductivo es marcadamente diferente.

1.3 Objetivos Generales

El objetivo general de esta tesis es estudiar si existen diferencias comportamentales de una
especie pardsita de cria obligada, el Tordo Renegrido, al utilizar dos hospedadores en los
gue las hembras parasitas poseen distinto éxito reproductivo, la Calandria Grande y la
Ratona Comun. Los comportamientos a analizar son: la inversion parental en los huevos, el

desvio adaptativo en la proporcion primaria de sexos, el comportamiento de pedido de
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alimento de los pichones parasitos y el comportamiento de picadura de huevos del
hospedador por parte de la hembra parasita.

Obijetivos especificos:

a) Estudiar la inversibn materna de la hembra de Tordo Renegrido a través del
tamanfo del huevo, concentracion de testosterona en yema y el ajuste adaptativo de
la proporcién primaria de sexos segun el hospedador utilizado.

b) Estudiar el comportamiento de pedido de alimento por parte del pichén de Tordo
Renegrido y su relacion con las condiciones de competencia presentes en nidos de
distintos hospedadores.

c) Estudiar mediante experimentos a campo y en cautiverio la preferencia y
plasticidad del comportamiento de picadura de huevos de la hembra de Tordo

Renegrido cuando visita y parasita nidos de sus hospedadores.
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Capitulo 2

Metodologia General

2.1 Area de Estudio

El estudio se realizé en la Reserva Privada Flora y Fauna Autoctona “El Destino” ubicada

en el Partido de Magdalena, Provincia de Buenos Aires (35° 08' S, 57° 23" O). La reserva
tiene una superficie de 2400 hectareas y forma parte de la Reserva de la Biosfera Parque
Costero del Sur (MAB-UNESCO) y del Refugio de Vida Silvestre (Ley provincial
12016/97, Decreto 2846/97).

El area de estudio esta caracterizada por la presencia de cordones de conchilla y
arena paralelos o sub-paralelos a la costa del Rio de la Plata (figura 2.1). Estos cordones
poseen un suelo de alto drenaje donde se asientan parches de bosque cuyas especies
dominantes son el Tala (Celtis tala) y Coronillo (Scutia buxifolia). Este estrato arbéreo

alcanza una altura de 9 a 10 m (Cagnoni y col. 1996

Figura 2.1: Parches de Tala y Coronillo en una matriz de pastizal en la Reserva Privada Fhraay

Autoctona el Destino. Imagen: Google Earth.

2.2 Busqueda y monitoreo de nidos de Calandria Grande
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La Calandria Grande (Mimus saturninus, de aqui en mas calandria, figura 2.2 A) es la
especie mas grande de su género en la Argentina, con adultos que alcanzan una masa
corporal de 75 g. (Sackmann y Reboreda 2003). Esta especie habita zonas semiabiertas,
incluyendo ambientes modificados por el hombre (Fraga 1985) y se distribuye en el este de
Sudamérica. Se la encuentra desde las sabanas dispersas al norte de la parte mas baja del
Rio Amazonas hasta los 4@de latitud Sur en la Argentina (Fraga 1985). Su rango de
distribucion esta incluido dentro del rango del Tordo Renegrido (Olrog 1979, Ortega 1998).
Esta especie es uno de los principales hospedadores del Tordo Renegrido en Argentina (De
Marsico y col. 2010).

La Calandria Grande se reproduce desde septiembre hasta enero (Fraga 1985). Los
nidos son construidos en arbustos o pequefios arboles con follaje denso (Fraga 1985, figura
2.2 ¢) a una altura de entre 1 y 3 m. La biologia reproductiva de esta espesifieda
previamente por Fiorini (2007) en el mismo sitio donde se realizé esta tesis. En ese estudio
se determind que el tamafio de puesta varia entre 3-5 huevos (figura 2.2 B). El tamafio
promedio de los huevos es 28 mm. de largo y 21 mm. de ancho y su periodo de incubacion
de 14 dias. Los huevos de calandria poseen manchas marrones sobre un color de fondo
verde-celeste (figura 2.2 B). Los pichones permanecen en el nido entre 12 y 14 dias.

La frecuencia de parasitismo en el sitio de estudio es del 74% con un promedio de
2.5 huevos por nido parasitado (Fiorini 2007, figura 2.2 B). El éxito reproductivo del tordo
en este hospedador es de 0.08 volantones por huevo puesto (Fiorini y col. 2005). Los
principales factores que afectan el éxito reproductivo del tordo en este hospedador son la
alta tasa de depredacion de los nidos (Fiorini y col. 2005) y la mortalidad de los pichones
como resultado de la competencia por alimento con los pichones de calandria (Fiorini y col.
2009).

Los nidos se encontraron a partir de la observacion de la actividad de los adultos en
su territorio y luego mediante una busqueda exhaustiva en los potenciales sitios de
nidificacién (Martin y Gueupel 1993). El seguimiento de los nidos en la etapa de
construccion avanzada y puesta fue en la mayoria de los casos diario. Durante la etapa de

incubacion y en la etapa de pichones los nidos fueron visitados cada 1-3 dias.
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Figura2.2: A) Adulto de Calandria Grande,) BNidada de calandria con 3 huevos de calandria (huevos
verdosos) y 4 de Tordo Renegrido del morfo manchado (hue&osos con manchas rosadas), C) Nidada de
calandria con 2 pichones de calandria y 1 de tordo de aproximadameias @& edadFotos: Diego T.
Tuero.

La cantidad de nidos de calandria encontrados en la zona de estudio desde la

temporada reproductiva 2004 hasta la 2009 puede verse en la tabla 2.1.

Tabla 2.1: Numero de nidos de Ratona Comun y de Calandria Grande encoetnadolas temporasa
reproductivas 2004 y 20009.

2004 2005 2006 2007 2008 2009
Calandria 86 90 77 121 147 188
Ratona 59 54 50 51 39 54

2.3 Busqueda y monitoreo de nidos de Ratona Comun

La Ratona Comun (Troglodytes aedon, de aqui en adelante ratona, figura 2.3 A), es una
especie de pequefio tamafio (13 g; G. Fernandez, comunicacion personal), cuyo rango de
distribucién abarca practicamente todo el continente americano. Su limite norte se
encuentra en Canada y su limite sur es en la zona austral de Argentina, Tietegdel F
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(Brumfield y Capparella 1996). Su habitat comprende zonas semiabiertas, bosques abiertos
o jardines. Los sitios de nidificacion son muy variados pero siempre anidan en cavidades,
tanto naturales (cavidades en arboles, nidos abandonados de p4jaros carpinteros, etc.) como
de origen antrépico (por ejemplo, cavidades en techos de edificaciones, Skutch 1953). Los
machos poseen territorios que defienden muy activamente y el sistema de apareamiento de

la subespecie de América del Sur es predominantemente monogamia social (Llambias y

Ferndndez 2009). El cuidado parental es compartido pero la incubacion es realizada por la
hembra (Skutch 1953).

Figura 2.3: A) Adulto de Ratona Comun. B) Nidada de ratona en una cajeamicd huevos de ratona y 1 de
Tordo Renegrido de morfo intermedio. C) Nidada de ratona con 4 pickenestona y 1 de tordo de
aproximadamente 8 dias de edad. Fotos: Diego T. Tuero.

En estudios previos realizados en esta especie, en la misma zona de estudio donde
se llevo a cabo esta tesis, se encontré que el tamafio de puesta era de 5 huevos con un rango
de 4-6 huevos (Tuero y col. 2007, figura 2.3 B). Los huevos son de color crema con

manchas marrén-rojizas (figura 2.3 B). El tamafio promedio de los huevos es 17.5 mm. de
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largo y 13.1 mm. de ancho (Tuero y col. 2D0El periodo de incubacion es de
aproximadamente 15 dias y el tiempo de permanencia de los pichones en el nido es de 18
dias (Skutch 1953, Tuero y col. 2007).

El parasitismo de cria por parte del Tordo Renegrido es frecuente en esta especie
(Tuero y col. 2007, figura 2.3 By 2.3 C). El 60% de los nidos de ratona son parasitados y la
intensidad de parasitismo es de 1.7 huevos por nido parasitado (rangol-4 huevos) (Tuero y
col. 2007). La supervivencia de los nidos de este hospedador asi como la supervivencia de
huevos y pichones de tordo en nidos de este hospedador es alta (Tuero 2004) lo que resulta
en un alto éxito reproductivo (0,28 volantones por huevo puesto, Fiorini y col. 2005).

Para facilitar el seguimiento de los nidos y la manipulacion de su contenido se
utilizaron cajas nido de madera (figura 2.4). Las dimensiones externas de las cajas fueron
25 x 16 x 12 cm (alto, ancho, profundidad), mientras que las dimensiones internas fueron
23 x 14 x 10 cm. La caja nido tenia una entrada circular de 4,5 cm de diametro y un techo o

tapa mévil que permitia revisar facilmente su contenido.
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Figura 2.4: Esquema de las cajas nido para Ratona Comun utilizadas en este estudio.

En el area de estudio se colocaron 100 cajas nido. Estas se dispusieron dentro y en
los bordes de los parches de bosque (figura 2.5). Las cajas estaban separadas entre si por al
menos 30 m. Se adoptd este criterio porque en esta especie los machos defienden

territorios, pudiendo picar y destruir huevos puestos en nidos ubicados cerca del nido
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(Belles-Isles y Picman 1986). En cada parche de bosque se colocaron tantas cajas como las
dimensiones de los mismos lo permitieron (de una a seis cajas por parche). Todas las cajas

fueron colocadas en Talas a una altura de entre 1iB.y 2

Figura 25: Caja-nido ubicada dentro de uno de los parches de Tala. Foto: Diego T. Tuero.

Las cajas-nido fueron revisadas regularmente desde el momento en que fueron
colocadas hasta el final de la temporada reproductiva. El seguimiento de las cajas con nidos
en la etapa de construccion avanzada y puesta fue en la mayoria de los casos diario.
Durante la etapa de incubacion y en la etapa de pichones los nidos fueron visitado® cada 1-
dias.

La cantidad de nidos de ratona encontrados en las cajas desde la temporada
reproductiva 2004 hasta la 2009 puede verse en la tabla 2.1.

2.4 Biologia reproductiva del Tordo Renegrido
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El Tordo Renegrido es una especie parasita de cria generalista que presenta un marcado
dimorfismo sexual en tamafio y coloracion del plumaje (Ortega 1998). Los machos tienen
un peso de 50-55 g mientras que el peso de las hembras es de 40-45 g (Reboreda y col.
1996). Los machos tienen un plumaje negro con iridiscencia purpura y azul-verdosa
(Ortega 1998, figura 2.6 A). El plumaje de las hembras es de color marrén ceniciento
(Ortega 1998, figura 2.6 B). El centro de distribucion del Tordo Renegrido es la zona
centro-este de la Argentina alcanzando hacia el sur, el norte y centro de la Patagonia y
hacia el norte Venezuela y las islas del Caribe (Ortega 1998). Esta especie habita ambientes
abiertos o semiabiertos naturales o transformados con actividad ganadera (Ortega 1998)
pero es poco frecuente en zonas no disturbadas de bosques y selvas (Cavalcanti y Pimentel
1988).

Figura 2.6: A) Macho adulto de Tordo Renegrido, B) Hembra adulteotio TRenegridoFotos: Diego T.
Tuero.

En el &rea de estudio esta especie se reproduce desde mediados de septiembre hasta
fines de enero (Mason 1986, Fiorini y Reboreda 2006, Tuero y col. 2007). El nUmero de
huevos que ponen las hembras durante la temporada reproductiva es alto con estimaciones
gue varian entre 60 (Hudson 1874, Friedmann y Kiff 1985) y 120 (Kattan 1993). Los
huevos puestos por las hembras de tordo son altamente polimérficos tanto en la coloracion
como en el patron de manchas de la cascara (figura 2.7, Ortega 1998). La coloracién de la
céscara puede ser blanca (figura 2.7 A), rosada (figura 2.7 E), verdosa, azulada, marron
claro o crema (figura 2.7 D, Ortega 1998). El patrén de manchas de la cascara puede ser
uniforme (figura 2.7 E y F), concentradas en un polo del huevo (figura 2.7 C), muy

dispersas (figura 2.7 B y D) o carecer de manchas (figura 2.7 A, Ortega 1998). El tamafio

-15 -



promedio de los huevos es de 23 mm de largo y de 19 mm de ancho y su periodo de
incubacion es de 13 dias (Fiorini 2007, Tuero y col. 2007). Al nacer, los pichones de tordo
tienen sus ojos cerrados y poseen la piel de color amarillenta, con franjas de plumén gris
claras (figura 2.8 A). Las comisuras de la boca pueden variar entre el blanco y el amarillo, y
el interior de la boca posee una intensa coloracion roja (Fraga 1985, figura 2.8 B). Los
pichones permanecen en el nido del hospedador entre 11 y 15 dias (Fraga 1985, Mermoz y
Reboreda 2003). Luego de abandonar el nido, permanecen junto a sus padres adoptivos

durante varias semanas (Fraga 1985).

Figura 2.7 Polimorfismo en coloracién y patron de manchas de los huevos de Renegrido. A huevo
inmaculado, B) huevo con escasas manchas rosadas denominado intermelieev&€ con manchas
concentradas en un polo y fondo de color blanco, D) huevo con nsatisparsas y fondo de color crema, E)
huevo con un patron de manchas uniforme y fondo rosado y ¥ lvo@ patrén de manchas uniforme y

fondo blancoFotos: Diego T. Tuero.
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Figura 2.8 A) Pichén de Tordo Renegrido de dos dias de edpBjddon de Tordo Renegrido mostrando el
interior de su boca al desplegar el comportamiento de pedido de alimento ielo uie ICalandria Grande

junto a dos pichones de calandif@tos: Diego T. Tuero.

2.5 Mediciones de huevos y pichones

Las variables medidas en cada visita dependieron de la etapa del ciclo de nidificacion en la
gue se encontraba el nido. Durante la etapa de puesta e incubacion se determiné la fecha de
puesta de cada huevo del hospedador y del parasito (los huevos fueron rotulados con un
marcador indeleble para su posterior identificacion individual), sus medidas (eje mayor y
menor utilizando un calibre con un error de 0,1 mm) y tipo de morfo de coloracion del
huevo parésito. En la etapa de pichones se registré la fecha de nacimiento de cada pichén y
el peso de los mismos. Cada pichon fue identificado con marcas en sus patas utilizando un
marcador indeleble. Los pichones se pesaron cada 1-2 dias hasta el dia diez, ya que partir
de esta fecha las visitas pueden resultar en que los pichones abandonen prematuramente el
nido. Para registrar el peso se usaron balanzas marca Pesola de 10, 30 y 60 g (error: 0,1; 0,2

y 0,5 g; respectivamente).

2.6 Determinacion del sexo de huevos y pichones de Tordo Renegrido

Los huevos recolectados fueron sexados genéticamente mediante la amplificacion de un
intron, variable en tamafio dependiendo del sexo, dentro del altamente conservado gen
CHD localizado en los cromosomas sexuales de las aves (Ellegren 1996). Los huevos
fueron incubados durante 48-72 hs a 37° C. Posteriormente se procedié a la diseccion del
huevo y se extrajo una muestra de tejido que se coloc6 en buffer DMSO. En el caso de los
pichones, se tomd una muestra de sangre (20938 través de la puncién de la vena
braquial con una aguja 31G. La sangre fue colectada con un capilar heparinizado e
inmediatamente mezclada con buffer de lisis (100mM Tris pH 8, 10 mM NaCl, 100mM
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EDTA, 2% SDS). El ADN fue extraido usando un protocolo standard (Miller y col. ¥988)
amplificado usando primers P2 y P8 (Griffiths y col. 1998). El ADN se amplificé mediante
una PCR realizada cdr0-ul de volumenes de reaccion usando 50-100 ng de templado de
ADN, 0.5 pM primers, 0.25 mM de cada dNTP, 2.5 mM MgCI2 y 0.25 ul de Tag-
Polimerasa Invitrogen. La temperatura de annealing fue de 50° C y se repitié por 30 ciclos.
El producto de la PCR fue separado en un gel de agarosa al 3% y tefiido con GelRed. La
presencia de una banda en el gel indico que el sexo del individuo era macho (E#gasmie

gue dos bandas indicaron que era hembra (ZW).
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Capitulo 3

Diferencias en el tamafo de los huevos de Tordo Renegrido en dos

hospedadores que difieren en tamafio corporal

3.1 Introduccién
En aves, numerosos estudios demostraron que el valor reproductivo del huevo depende d
su tamafio (Mead y col. 1987, Anderson y col. 1997, Muller y col. 2005) por lo que las
hembras pueden beneficiar a una descendencia particular aumentando los recursos
invertidos en ese huevo (Anderson y col. 1997, Cordero y col. 2000, Magrath 2003).

El tamafio de huevo es un importante componente del éxito reproductivo que
correlaciona positivamente con el tamafio del pichon al momento de nacer (Williams 1994),
con su crecimiento (Vifiuela 1997) y su supervivencia (Williams 1994). Los huevos mas
grandes contienen mas nutrientes (Ankney y Bisset 1976, Ankney 1980, Arnold y Green
2007) y los pichones que nacen de huevos mas grandes lo hacen con una mayor reserva de
nutrientes (Parsons 1972, Ankney 1980).

El tamafio del huevo per se afecta positivamente al pichon durante los primeros dias
de vida (Amundsen y col. 1996, Reed y col. 1999, Styrsky y col. 1999) y, en menor
medida, su supervivencia (Bolton 1991, Blomqvist y col. 1997, Styrsky y col. 1999). Los
huevos mas grandes producen pichones mas grandes con una mayor probabilidad de
sobrevivir al menos durante los primeros dias después de la eclosion (Williams 1994,
Amundsen 1995). Ademas, la distribucion de recursos en los huevos podria aumentar o
disminuir la jerarquia de dominancia dentro del nido, pudiendo compensar las diferencias
entre el pichdn mas pequefio o el mas asincrénico del nido y sus hermanos (Anderson y col.
1997, Blanco y col. 2003, You y col. 2009).

En aquellos casos en los que un sexo tenga un mayor éxito reproductivo que el otro,

las madres podrian favorecer la descendencia dependiendo de su sexo aumentando los
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recursos invertidos en ese huevo (Anderson y col. 1997, Cordero y col. 2000, Magrath
2003).

Por lo antes expuesto, resulta ampliamente aceptado que las hembras podrian
invertir diferencialmente recursos, tanto hormonales como nutricionales, en un huevo
particular (Eising y col. 2001) para maximizar su éxito reproductivo por unidad de
inversion (Williams 1966).

Las especies parésitas de cria, como los tordos, no proveen cuidado parental a su
descendencia. El esfuerzo reproductivo de las hembras parasitas s6lo esta restringido a la
busqueda de nidos para parasitar y a la produccion de huevos. Por lo tanto, ofrecen una
excelente oportunidad para estudiar la inversién maternal en los huevos en un sistema en el
gue no existe el compromiso entre produccion de huevos y cuidado de los pichones.

Estudios que utilizaron analisis de parentesco genético indican que la fecundidad de
las hembras de una especie parasita de cria de América del Norte (Tordo Cab&aa Marr
es relativamente baja (Hahn y col. 1999; Alderson y col. 1999; Strausberger y Ashley 2003;
Woolfenden y col. 2003) comparada con estimaciones previamente publicadas (Payne
1976, Scott y Ankney 1980, Jackson y Roby 1992, Kattan 1993). Estos nuevos trabajos
estarian indicando que el valor reproductivo de cada huevo de tordo seria mayor de lo
previamente supuesto. En este escenario, es esperable que las hembras de tordo hayan
experimentado una fuerte presibn de seleccion que favoreciese la evolucion de
comportamientos que aumenten la supervivencia de sus huevos y sus pichones.

Por otra parte, distintos estudios indican que la produccién de huevos en hembras
parasitas de cria es costosa. Tanto el costo de los vuelos hacia la zona de alimentacion
como la dieta limitada en calcio, generan una restriccién en la produccién de huevos en las
hembras de Tordo Cabeza Marron (Curson y Mathews 2003, Holford y Roby 1993).
Ademas, en esta especie parasita los nutrientes para la produccion de los huevos son
obtenidos directamente de la dieta ingerida durante la época reproductiva (Ankney y Scott
1980). La disponibilidad de alimento sumado a actividades como los vuelos de foreajeo o |
busqueda de nidos, que compiten por la asignacion de los recursos energéticos, podrian
producir una restriccion en la inversion de recursos en huevos.

El Tordo Renegrido es un parasito de cria extremadamente generalista que utiliza
casi 250 hospedadores (Friedmann y Kiff 1985, Ortega 1998, Lowther y Post 1999,
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Lowther 2010). Los hospedadores parasitados por esta especie poseen diferentes
caracteristicas (ej. tamafio corporal relativo al parasito, tipo de nido) que afectan su éxito
reproductivo (Mason 1986, Fiorini y col. 2005). La supervivencia de los pichones parasitos
depende de la calidad del hospedador (la calidad parental del hospedador o una dieta
apropiada, Mason 1986), la duracion del periodo de incubacion de los huevos del
hospedador (Lichtenstein 1998, Astié y Reboreda 2009), el numero y tamafio de los
pichones del hospedador (Fraga 1985, Lichtenstein 1998, Fiorini y col. 2009) y la
sincronizacion del parasitismo con la puesta del hospedador (Mermoz y Reboreda 2003,
Fiorini y col. 2009). También la tasa de supervivencia de los nidos afecta la probabilidad de
reproducirse del parasito (Mason 1986, Fiorini y col. 2005). Este es un caracter de historia
de vida que varia ampliamente entre hospedadores (Mason 1986).

En este escenario, el valor reproductivo de los huevos de tordo difiere dependiendo
del hospedador parasitado, debido a que la probabilidad de producir un pichén exitoso es
diferente entre hospedadores. Por lo tanto, seria esperable que las hembras de tordo ajusten
la inversion reproductiva en sus huevos dependiendo del hospedador utilizado.

En este capitulo, se analizara si la inversion maternal de las hembras de Tordo
Renegrido en sus huevos difiere entre dos hospedadores con marcadas diferencias en
tamanfo corporal. La Calandria Grande (75 g) fue utilizada como modelo de un hospedador
de mayor tamafio corporal que el parasito. En este hospedador, los pichones de tordo nacen
en promedio s6lo 1 dia antes que los del hospedador y experimentan una importante
competencia por el alimento con sus hermanos adoptivos que ademas poseen mayor masa
corporal al momento de la eclosién (6,1 g vs 4,2 g; Fiorini @@/Ratona Comun (13 g)
fue utilizada como modelo de un hospedador de menor tamafio corporal que el parasito
(masa corporal de la hembra de Tordo Renegrido: 40-45g, Reboreda y col. 1996). En este
hospedador, los pichones de Tordo Renegrido se enfrentan a una baja competencia por
alimento debido a que ellos nacen normalmente dos dias antes que los pichones de ratona y
tienen una mayor masa corporal al momento de la eclosion (4,2 g vs 1,6 g; Tuero y col.
2007). Como resultado de esto, la probabilidad de producir un pichén exitoso en este
hospedador es alta (Fiorini y col. 2005; 2009).

Por otra parte, Weatherhead (1989) sugiri6 que en especies parasitas con

dimorfismo sexual, el sexo de mayor masa corporal (generalmente los machos) podria ser
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mejor competidor por alimento en nidos de hospedadores grandes. Por lo tanto, el valor
reproductivo de los huevos de tordo podria ser distinto dependiendo del sexo del embrion
de ese huevo. Debido a esto, las hembras podrian invertir diferencialmente en sus huevos
dependiendo del sexo que se desarrolle en él. En particular, en este capitulo se analizara: 1)
si existen diferencias en el tamafio de los huevos puestos por hembras de Tordo Renegrido
en nidos de Ratona Comun y Calandria Grande controlando por las potenciales diferencias
sexuales en este caracter y 2) si el crecimiento de los pichones de tordo tiene un
componente materno, es decir si hay un efecto materno sobre el crecimiento asociado con
la inversion en el huevo. Para esto Ultimo, se zéalin experimento a campo bajo
condiciones estandarizadas donde se controld el efecto de la sincronizacion de la puesta
entre el hospedador y el parasito, el nimero de pichones del hospedador en el nido y el sexo
del pichdn parésito. Luego, se evaluo si el crecimiento del pichdn de tordo estuvo asociado
al tamafio del huevo del cual eclosion6. Con este acercamiento no manipulativo y
manipulativo se intenté particionar la varianza en el crecimiento del pichon en
componentes maternos (tamafo de huevo) y ambientales (hospedador).

Recientemente, Mahler y col. (2007) mostraron que las hembras de Tordo
Renegrido que parasitan nidos de ratona son genéticamente diferentes a las que parasitan
nidos de calandria. Ademds, Fiorini y col. (2009) encontraron que el grado de
sincronizacion entre el parasitismo y la puesta del hospedador y el nimero de huevos del
hospedador destruidos por evento de parasitismo difiri6 cuando las hembras de Tordo
Renegrido parasitaban nidos de ratona y calandria. Estos resultados sugieren que las
hembras de Tordo Renegrido no parasitan hospedadores al azar y podrian tener razas
hospedador-especificas. Estas razas tendrian distintas historias evolutivasl con e
hospedador que normalmente utilizan y podrian haber evolucionado diferentes
comportamientos hospedador-especificos. Por lo tanto, seria esperable que hembras
parasitas alcancen distintos 6ptimos de inversion parental en el tamafio del huevo y que esta
sea mayor en el hospedador de mayor masa corporal en el que el tamafio del pichon

parasito es importante para la competencia por el alimento con sus hermanos adoptivos.

3.2 Metodologia

3.2.1 Recoleccién de datos
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La recoleccion de datos se realiz6 en las temporadas reproductivas 2004, 2005 y 2006. Los
nidos de las temporadas 2005 y 2006 fueron utilizados para realizar un experimento a

campo (ver debajo).

3.2.2 Tamafio de huevos y crecimiento de los pichones de tordo
Para evaluar el tamafio de los huevos parasitos encontrados en nidos de calandria y de
ratona se calculd su volumen a partir de la siguiente formula:

Volumen =I x A?x X

Donde | es el largo, A es el ancho del huevo y X es una constante especie-especifica.
El valor usado para esta constante fue 5.15% G0e corresponde al valor determinado en
el Tordo Cabeza Marron (Nolan y Thompson 1978).

Los datos de tamafo de los huevos de Tordo Renegrido utilizados en este capitulo
fueron agrupados sin tener en cuenta el afio en que fueron encontrados ya que no se
encontré variacion en el tamafio de huevos entre temporadas (ANOVA volumen afios 2004,
2005 y 2006, F; g7= 2.57, P = 0.08).

La curva de crecimiento de los pichones se estimé ajustando los valores de los pesos
diarios a una funcion logistica (Ricklefs 1967). El peso ajustado (W) alcanzado al tiempo t
es:

W= A/1+ et

A partir de esta funcion se estimo la asintota de la curva de crecimiento (A), la tasa
de crecimiento media (K), y el punto de inflexibn de la curva o edad de maximo
crecimiento (T) de cada pichdn de tordo. Se utilizé un modelo no lineal y una estimacién
de cuadrados minimos con opcién quasi-Newton usando el software SYSTAT (Wilkinson y
col. 1992). Se compararon: 1) masa corporal al dia 0, 5 y peso asintético, y 2) tasa de
crecimiento (G de los pichones parasitos a la edad del maximo crecimiegtod@
pichones de tordo renegrido criados en nidos de calandria y de ratona. Los valores de masa
corporal se calcularon a partir de la ecuacion logistica utilizando los parametros (&) Ky T

estimados previamente.

3.2.3 Disefio de los experimentos en nidos de calandria y de ratona
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Para poder estudiar el crecimiento del pichdn de tordo se generaron condiciones constantes
intra nido durante la etapa de crecimiento del pichén (manipulacion del contenido del nido).
Debido a que en ambos hospedadores es frecuente la picadura de huevos por parte de la
hembra parasita (Fiorini y Reboreda 2006, Tuero y col. 2007) y esto resulta en una
reduccion del tamafio de la nidada del hospedador, se crearon grupos experimentales en los
gue el tamafio de la nidada feldamafio modal al final del periodo de incubacion de nidos
parasitados en el &rea de estudioy(2 huevos, en nidos de calandnaratona
respectivamente, figura 3.1 A y B, Fiorini y Reboreda 2006, Tuero y col. 2007). Esta
manipulacion resultdé en nidadas con 2 y 4 pichones en nidos de calandria y ratona,
respectivamente (figura 3.2 A y B). Para reducir el tamafio de la nidada sédreh@giry

4° huevo de calandria y el 4° y 5° de ratona inmediatamente después de su puesta.

Y R L 29 = -

A YRS : : b .4 2
;;Sy“-‘ f ’ a'.{' 5. i = \/7 A Y ,v/;,,

Figura 3.1: Nido experimental de calandria con 2 huevos de calandria yotdd (A), y nido experimental

de ratona con 4 huevos de ratona y 1 de tordo (B).

El momento de nacimiento del pich6n de tordo relativo al momento de nacimiento
del pichén del hospedador puede afectar la supervivencia del pichon parasito (Fiorini y col.
2009). Para controlar este efecto sobre el crecimiento del pichén se manipulé el momento
de eclosién del pichdn parasito en ambos hospedadores. Los nidos de ratona se parasitaron
artificialmente con huevos de tordo naturales frescos provenientes de otros nidos de ratona
el 6° dia del ciclo de nidificacion (el dia O corresponde a la puesta del primer huevo del
hospedador). Dado que el periodo de incubacion de los huevos de Tordo Renegrido en
nidos de ratona es de 12-13 dias, el de los huevos de ratona de 14-15 dias (Tuero y col.
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2007) y este hospedador tiene un tamafio modal de puesta de 5 huevos y comienza la
incubacion con la puesta del anteudltimo huevo, esto resulté en que los pichones de tordo
nacieran el mismo dia que los pichones de ratona. Los nidos de calandria se parasitaron con
un huevo de tordo natural fresco antes del dia 2 del ciclo de nidificacion (el dia O
corresponde a la puesta del primer huevo del hospedador), o sea, antes que comenzara la
incubacion. Dado que el periodo de incubacion de los huevos de Tordo Renegrido en nidos
de calandria es de 12-13 dias, el de los huevos de calandria de 13-14 dias y este hospedador
tiene un tamafio modal de puesta de 4 huevos y comienza la incubacién con la puesta del
anteultimo huevo (Fiorini 2007), esto resultd en que el pichdén parasito naciera un dia antes

o el mismo dia que los pichones de calandria asegurando la supervivencia del pichon de

tordo.

Figura 3.2: Nido experimental de calandria con 2 pichones de calandria yrti@éA)p y nido experimental

de ratona con 4 pichones de ratona y 1 de tordo (B).

Esta manipulacion de nidos genero similares condiciones de competencia dentro de
los nidos del mismo hospedador para pichones de tordo machos y hembras {tabla 3.1
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Tabla 3.1: NUumero de pichones del hospedador y sincronizacién, estinmdaliferencia en dias ented
nacimiento del pichén parasito y el primer pichén del hospedador, en exgesimentales usados para
analizar el crecimiento de los pichones de Tordo Renegrido.

Calandria Calandria Ratona Ratona H P
Machos Hembras Machos Hembras
N° pichones
del 1,44+0,27 1,15+0,29 186+0,34 3.13+0.67 6.1£ 0,10
hospedador
n 16 13 6 7
Sincronizaciéon (-1,1) +0,31 (-1,14) £ 0,46 (-1,5)+0,66 (-1,29)+0,51 0.7z 0,87
n 10 7 6 7

Los huevos de tordo usados en los nidos experimentales fueron colectados el mismo
dia que fueron puestos y en todos los casos fueron puestos en nidos en estadio de puesta, es
decir que no fueron incubados antes de la translocacién. Cada huevo fue mantenido en un
ambiente fresco por 24-48 hs hasta su translocacion al nido experimental. Por otro lado,
cuando los pichones alcanzaron la edad de 6-8 dias se les extrajo una muestra de sangre
mediante la puncion de la vena braquial para su posterior sexado. El sexo de los pichones
fue determinado mediante la técnica de sexado molecular explicada en el capitulo 2.

3.2.4 Andlisis estadisticos

Para los andlisis del tamafio de huevo y crecimiento de los pichones se utilizaron pruebas
de ANOVA. En estos analisis se utiliz6 hospedador y sexo como factores principales. La
prueba de ANCOVA fue utilizada para analizar las variables de peso en funcién del
hospedador y como covariable se utilizo el volumen del hueaer8ico que las variables
dependientes utilizadas estuvieran normalmente distribuidas y la varianza fuese igual entre
grupos. La relacion entre el volumen del huevo y el peso del pichon se estudio mediante
una Regresion Simple. Todos los andlisis fueron hechos con Statistica 6.0 (StatSoft Inc.
2001). Los valores se reportan como media * error estandar. En todas las pruebasé se utili

un valor de P < 0.05 para la significancia estadistica.

3.3 Resultados

3.3.1 Tamafio de los huevos de Tordo Renegrido en nidos de calandria y ratona
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Los huevos de Tordo Renegrido puestos en nidos de Calandria Grande fueron mas largos
(ANOVA: F1 gs= 9,23; n = 90 huevos; P < 0,01), mas anchos (ANOVAgE 3,83; n =

90 huevos; P = 0,04) y tuvieron un mayor volumen (ANOVAsd= 9,15; n = 90 huevos;

P < 0,01; figura 3B que los puestos en nidos de Ratona Comun. Al examinar el
dimorfismo sexual de los huevos de tordo, el analisis mostré que los huevos determinados
como machos tuvieron el mismo largo (ANOVA; &= 0,006; n = 90 huevos;$0,94),

ancho (ANOVA: k gs= 0,53; n = 90 huevos; #0,38)y volumen (ANOVA: k gs= 0,46;

n = 90 huevos; B 0,50; figura 3.3) que los huevos determinados como hembras. Los
analisis no mostraron una interaccion significativa entre hospedador y sexo para ninguna de
las variables analizadas (largfNOVA: F; gs= 0,03; n = 90 huevos; P = 0,87; ancho,
ANOVA: F;, g6= 0,52; n = 90 huevos; P = 0,47; volum&NOVA: F; g= 0,03; n = 90
huevos; P = 0,85
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Figura 3.3: Volumen de los huevos de Tordo Renegrido (+ error est@odatos en nidos de un hospedador
de mayor tamafio (Calandria Grande) y en uno de menor tamafiongRComin) que el parasito. Los

nimeros dentro de las columnas indican el nUmero de huevos analizados.

3.3.2 Tamafio de los pichones de Tordo Renegrido en nidos de calandria y ratona
Los pichones de Tordo Renegrido que nacieron de huevos puestos en nidos de calandria

tuvieron una mayor masa corporal al momento de la eclosion que aquellos que nacieron en
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nidos de ratona (ANOVA: F3;= 10,84; P < 0,01; figura 3.4 A). No se observaron
diferencias significativas entre la masa al momento de la eclosion de pichones machos y
hembras (machos: 4,70 g = 0,28 SE; hembrd€#0,29; ANOVA: R 3;=0,02; P =0,89,
figura 3.4 A) y la interaccion entre las variables hospedador y sexo de los pichones fue no
significativa (ANOVA: R, 37= 0,66; P = 0,42). Cuando se analizé la asociacion entre
tamano de los huevos y masa corporal al momento de la eclosidén se observd una asociacion
positiva significativa (Regresién Simple;, = 8,09; P < 0,01; &= 0,28; figura 3.5

Los pichones de tordo criados en nidos de calandria alcanzaron una masa corporal a
los 5 dias de edad mayor que la de los pichones criados en nidos de ratgral(F16;P
< 0,01; figura 3.4 B). En promedio, los pichones parasitos de 5 dias de edad que nacieron
en nidos de calandria tuvieron una masa corporal de 21.48 + 0.58 g (n = 29) mientras que la
masa de los pichones que nacieron en nidos de ratona fue de 18,03 = 0,93 g (n = 13). No se
detectaron diferencias sexuales en la masa corporal de los pichones al dia 5 de gdad (F
0,27; P = 0,61; figura 3.4 B) y la interaccion ente las variables hospedador y sexo tampoco
fue significativa (ANOVA: k, 35=1,37; P = 0,25).
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Figura 3.4: Masa corporal al momento de nacer (A) y a los 5 dias de edbdgiBhones macho y hembra de
Tordo Renegrido que nacieron de huevos puestos en un hospedatkycddamafio corporal (calandria) y
en uno de menor tamafio corporal (ratona). Los numeros dentias dmlumnas indican el ndmero de

pichones analizados en cada categoria.
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Figura 3.5: Relacion entre el volumen del huevo y la masa corporal gicthamies de Tordo Renegrido al

momento de la eclosion.

3.3.3 Tasa de crecimiento y peso asintotico de los pichones de Tordo Renegrido en

nidos de calandria y ratona

La tasa de crecimiento de los pichones macho de Tordo Renegrido fue mayor que la de los
pichones hembra (Fs= 5,63; P = 0,01, figura 3.6 B). Los pichones macho crecieron en
promedio un 12% mas rapido que las hembras. El hospedador en el que fue criado el
pichén parésito no afectd la tasa de crecimienios{E 0,19; P = 0,67; figura 3.6 B) y la
interaccion entre las variables hospedador y sexo no fue significativa (ANOV#:=F

0,35; P = 0,54).
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Figura 3.6: Peso asintético (A) y tasa de crecimiento (B) de pichones méaembya de Tordo Renegrido
gue nacieron en un hospedador de mayor tamafio corporal (@laneén uno de menor tamafio corporal

(ratona). Los nimeros dentro de las columnas indican el nimero de pichorrslasa@n cada categoria.

También se detectaron diferencias sexuales en el peso asintético (figuras 3.6 A, 3.7
Ay 3.7 B). Los pichones macho alcanzaron un peso asintético mayor que el de las hembras
(43,4 g+1,3vs. 38,75 = 1,31,NOVA: Fy, 37=4,54; P = 0,03; figuras 3.6 A, 3.7 Ay 3.7
B). La diferencias sexuales observadas dentro de cada hospedador fueron del 13% en
ratonas y del 10% en calandrias. El peso asintdtico de los pichones no difiri6 entre
hospedadores (ANOVA:1F7=0,84; P = 0,35; figura 3.6 A) la interaccion hospedador-
sexo no fue significativa (ANOVA: 3= 0,05; P = 0,81).
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Figura 3.7: Curvas de crecimiento de pichones de Tordo Renegrido criatide&de Calandria Grande (A)
y de Ratona Comun (B). Las lineas negras corresponden a la mamalode los machos y las grises a la de
las hembras.

3.3.4 Relacién entre el tamafio del huevo y el crecimiento de los pichones de Tordo
Renegrido

En esta seccion se reanalia variacion de la masa corporal de los pichones criados en los
dos hospedadores pero se introdujo como covariable el tamafio del huevo. Las diferencias
de masa corporal entre pichones de tordo criados en nidos de calandria y de ratona
estuvieron asociadas con el tamafo del huevo (tabla 3.2). En nidos de calandria, la masa
promedio de los pichones al momento de la eclosidén estuvo asociada positivamente con el
tamafio promedio del huevo, después de este dia la correlacién fue no significativa (tabla
3.3). En contraste, la masa promedio de los pichones de tordo que eclosionaron en nidos de
ratona estuvo asociada significativamente con el tamafio del huevo desde el dia de la
eclosion hasta el dia 2 (tabla 3.3). El tamafio del huevo explico el 37 % y el 56% de la
variabilidad del peso al dia 0 de los pichones parasitos criados en nidos calandria y ratona,

respectivamente.
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Tabla 3.2: Resultados de la prueba de ANCOVA. Peso de los pichones deR€amdpido a diferentes dias

de edad criados en nidos de calandria y de ratona. El volumen del heexsatilo como covariable.

Hospedador Volumen del huevc
Dia de la nidada Fr113 P Fri1s P
0 1,30 0,27 6,73 0,02
1 1,76 0,21 8,32 0,01
2 1,25 0,28 6,51 0,02
3 0,55 0,47 3,61 0,08
4 0,23 0,63 2,15 0,17

Tabla 3.3: Resultados de la regresion simple entre tamafio de huevodepp®hion en nidos de Calandria

Grande y de Ratona Comun a diferentes dias de edad.

Calandria Grande Ratona Comun
Dia de la nidada N R r P n R r P
0 10 0,37 0,61 0,03 7 0,56 0,80 0,02
1 10 0,21 0,53 0,09 7 0,56 0,80 0,02
2 10 0,16 0,42 0,22 7 0,54 0,78 0,03
3 10 0,06 0,25 0,48 7 046 0,74 0,06
4 10 0,07 0,27 0,45 7 033 0,65 0,10

3.4 Discusion

3.4.1 Diferencias en el tamafo de los huevos puestos en nidos de calandria y ratona

Los resultados presentados en este capitulo muestran que las hembras de Tordo Renegrido
ponen huevos mas grandes en nidos de Calandria Grande que en nidos de Ratona Comun.
Estas diferencias no son explicables por el sexo del huevo. La diferencia en tamafo de los
huevos entre hospedadores indica que la inversibn maternal de las hembras de tordo varia
dependiendo del hospedador parasitado. Las hembras de tordo que parasitan nidos de
ratona podrian poner huevos mas pequefios que las hembras que parasitan nidos de
calandria porque en el primer hospedador, poner huevos mas baratos (con menos recursos)

gue produzcan pichones mas pequefios no implicaria un costo para el pichon en términos de
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crecimiento. En los nidos de ratona, el tamafio de los pichones de tordo al momento de
nacer no es determinante para la competencia con sus hermanos adoptivos por el alimento,
debido a que el parasito nace con una gran ventaja en términos de tamafio (Fiorini y col.
2009). Por lo tanto, las hembras podrian reducir su costo reproductivo depositando menos
recursos en los huevos de este hospedador sin reducir su éxito reproductivo ya que la
supervivencia de pichones en este hospedador es siempre alta (Tuero y col. 2007, Fiorini y
col. 2009). Ankney y Johnson (1985) encontraron que en el Tordo de Cabeza Marrédn, los
componentes del huevo (albumina y yema) aumentan con el peso y tamafio del huevo por
lo que es probable que en el Tordo Renegrido las diferencias en volumen del huevo
también reflejen diferencias en la cantidad de albumina y de yema.

Las diferencias en volumen de los huevos de Tordo Renegrido puestos en nidos de
calandria y ratona podrian ser la consecuencia de diferentes presiones de seleccion que
experimentaron las hembras de Tordo Renegrido que utilizan esos hospedadores. Mahler y
col. (2007) encontraron que, en el mismo sitio de estudio donde se realizo esta tesis, las
hembras de Tordo Renegrido que parasitan calandrias son genéticamente distintas (distinta
distribucién de frecuencias de haplotipos de ADNm) de las hembras que parasitan ratonas.
Estos resultados apoyan indirectamente la hipétesis de razas hospedador-egpecifica
proveen un escenario para explicar la evolucion de comportamientos hospedador-
especificos que le permitan al pardsito ajustar las caracteristicas de sus huevos al
hospedador que utiliza. Distintos trabajos mostraron que la repetibilidad y heredabilidad de
este caracter son altas en aves (alrededor de 0,6 y mayor de 0,5; respectivamente, Christians
2002). Esto implica que la variabilidad en el tamafio del huevo seria menor dentro que entre
hembras, siendo una caracteristica individual de las hembras con una base genética.

Una hipotesis alternativa para explicar los resultados observados es que las
caracteristicas de los nidos de ratona (cavidades relativamente pequefias) impidan que las
hembras de tordo de mayor tamafio corporal accedan a estos nidos. Sin embargo, el tamafio
de la abertura de las cajas nido (4,5 cm) permitiria acceder libremente a hembras de tordo
con independencia de su tamafo corporal (Pribil y Picman 1997). Ademas, este estudio
mostré que algunos de los pichones de tordo criados en nidos de ratona abandonaron el
nido con un peso asintoético (47 g) mayor al peso promedio de las hembras adultas (45 g), lo

gue sugiere gue las hembras adultas de mayor tamafio no deberian tener inconvenientes en
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entrar a los nidos de ratona. Por ultimo, si el tamafio de la abertura de la cavidad pudiera
impedir el acceso a las hembras de mayor tamafo cbtpadastribucion de tamafos de

huevos en nidos de ratona deberia estar truncada a la derecha. Esto tampoco fue encontrado
en este estudio.

3.4.2 Relacién entre el tamafio del huevo y el crecimiento de los pichones de tordo

Los resultados presentados indican que el peso de los pichones de tordo (hasta el dia 2 de
edad en nidos de ratona y el dia 0 en nidos de calandria) estuvo asociado positivamente con
el tamafio del huevo (ver tabla 3.3). Esto indicaria la influencia de efectos maternos en el
crecimiento de los pichones en esta especie parasita, al menos durante los primeros dias
después de la eclosion.

La relacion entre el tamafio del huevo y el peso del pichdn es consistente con lo
encontrado por Nolan y Thompson (1978) en el Tordo Cabeza Marrén y por Kleven y col.
(1999) en cuclillos. Estos autores encontraron que el volumen del huevo es un buen
predictor del peso al momento de nacer. Ademas, distintos estudios mostraron que los
pichones mas pesados nacieron de huevos con mayores reservas de yema (Ankney 1980,
Ankney y Johnson 1985, Williams 1994, Arnold y Green 2007). Por lo tanto, los
componentes maternos del huevo podrian afectar el tamafio del pichén y la supervivencia
en esta especie parasita (ver capitylo 4

Fiorini y col. (2009) encontraron que la supervivencia de los pichones de tordo es
afectada por el nimero de pichones del hospedador y la sincronizacion entre la puesta del
hospedador-pardasito en nidos de calandria pero no en nidos de ratona. Esto se debe a que en
los nidos del hospedador grande (calandria) la competencia por el alimento es mag intensa
en este caso es esperable que el tamafio corporal de los pichones determine qué pichdn
recibe alimento suficiente como para sobrevivir. Bajo este escenario, una pequefa ventaja
en tamafio después de la eclosién en nidos de un hospedador grande, cuando el pichén
parasito comparte el nido con muchos pichones, podria afectar el crecimiento y la
supervivencia del mismo. En contraste, en nidos de ratona el peso asintético del pichon
parasito aumentd con el nimero de pichones del hospedador (Fiorini y col. 2009). En este
caso el pichon de tordo es el de mayor tamafio en el nido y es el que monopoliza la

obtencion de alimento ganando en la competencia por el mismo. Por lo tanto, reducir la
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inversion de recursos en huevos (i.e. poner huevos mas pequefios) no tendria un efecto
negativo sobre la supervivencia del pichdn parasito en un hospedador de menor tamafo
corporal que el parasito y al mismo tiempo le permitiria poner mas huevos durante la
temporada reproductyv

Por otro lado, estos resultados muestran que el fuerte efecto inicial del tamafio del
huevo sobre la masa del pichon disminuy6 a medida que el pichén crecid, pero este efecto
disminuyé mas rapido en nidos de calandria que en nidos de ratona (tabla 3.3), sugiriendo
que la contribucién de los padres adoptivos al crecimiento del pichon o la competencia

interespecifica es mas importante en el hospedador de mayor tamafio corporal.

3.4.3 Crecimiento de los pichones de Tordo Renegrido

Los resultados de este capitulo muestran que los pichones de tordo recién nacidos fueron
mas pesados en nidos de calandria que en nidos de ratona hasta el dia 5 de extal, mom

en que comenzaron a observarse diferencias sexuales en el peso en ambos hospedadores y
desaparecieron las diferencias entre hospedadores. Los pichones macho dejaron el nido con
un peso asintotico 11% mayor que el de las hembras. Esta diferencia sexual también fue
observada en la tasa de crecimiento de los pichones de tordo. Estos resultados muestran que
el dimorfismo sexual en esta especie aparece tempranamente durante el estadio de
pichones. En forma semejante, Tonra y col. (2008) encontraron dimorfismo sexual en la
tasa de crecimiento de los pichones del Tordo Cabeza Marrén. Estos autores observaron un
grado similar de dimorfismo sexual cuando controlaron la sincronia en la eclosion entre los
pichones del hospedador y parasito. Sin embargo, Weatherhead (1989) no encontrd
diferencias sexuales en el crecimiento del Tordo Cabeza Marrén, probablemente, debido a
gue este autor no controlé variables como el numero de pichones del hospedador o la
sincronia en la eclosion entre los pichones del hospedador y parasito. Finalmente, en este
trabajo los pichones del mismo sexo alcanzaron el mismo peso asintético en ambos
hospedadores indicando que bajo estas condiciones intra-nido, el tamafio de los hermanos
adoptivos (o tamafo del hospedador) no afecto el peso final de los pichones de tordo. Bajo
estas condiciones experimentales, no se puede evaluar las ventajas de un sexo sobre el otro,
pero es posible que las diferencias sexuales en el tamafo corporal en el estadio de pichones

sean ventajosas para uno de los sexos en condiciones mas intensas de competencia.
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En un estudio previo realizado en el Tordo Renegrido (Wiley 1986) se mostro que
el pichdn parasito crecio mas rapido en un hospedador grande. Sin embargo, este trabajo no
control6 la sincronizacion de la puesta ni el sexo de los pichones. Los resultados
presentados en este capitulo mostraron que el crecimiento de los pichones de Tordo
Renegrido tiene un componente materno (tamafio de huevo) y otro ambiental (hospedador y
condiciones intra-nido)n este capitulo se analizaron los efectos maternos de las hembras
de Tordo Renegrido teniendo en cuenta las variables mas importantes que afectan el
crecimiento del pichdn (tipo de hospedador, sexo del pichdn, sincronizacion y nimero de
pichones del hospedador). Este es el primer trabajo donde se controlan todas estas variables
en una especie parasita de cria, lo que permite separar la variacion del crecimiento entre

componentes maternos (tamafo de huevo) y ambientales (hospedador).

3.5 Conclusion
En este capitulo se analiz6 si el tamafio de los huevos de las hembras de Tordo Renegrido
varia entre hospedadores en los cuales el valor reproductivo de los huevos es diferente. Los
resultados obtenidos muestran una variacion en el tamafio del huevo sugiriendo una
inversion materna diferencial entre hospedadores. La relacién entre el tamafio del huevo y
el peso de los pichones también indica un efecto materno sobre los pichones a través de los
componentes del huevo. Estas diferencias podrian estar asociadas a los niveles de
competencia interespecificas en esos hospedadores. Por lo tanto, resultaria beneficioso para
las hembras que parasitan un hospedador de menor tamafio corporal que el parasito poner

huevos mas chicos.
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Capitulo 4

Asignacion de nutrientes, testosterona en yenmadesvio en la proporcion
primaria de sexos en huevos de Tordo Renegrido

4.1 Introduccién

En el capitulo anterior se mostré que los huevos de Tordo Renegrido puestos en nidos de
Calandria Grande son mayores (largo, ancho y volumen) que los puestos en nidos de
Ratona Comun. El volumen del huevo es un estimador directo de la inversion parental de
las hembras por lo que existiria una inversion diferencial entre hospedadores dependiendo
de sus caracteristicas. Si esta hipGtesis es correcta serian esperables otras formas de
inversion diferencial, como el contenido de nutrientes en el huevo o la proporcion primaria
de sexos. En este capitulo se pondran a prueba las siguientes predicciones: 1) las hembras
de Tordo Renegrido invierten mayores recursos en huevos puestos en nidos de
hospedadores de mayor tamafio corporal; y 2) la proporcion primaria de sexos en nidos de
hospedadores de mayor tamafio corporal estar4 sesgada hacia los machos (i.e. el sexo mas

competitivo).

4.1.1 Inversién maternal

Se denomina inversion parental a toda clase de cuidado parental que realizan los padres
para aumentar el éxito reproductivo de una descendencia en particular a costa de la
disminucién de su reproduccién o supervivencia futura (Clutton-Brock 1991). A la
inversion parental de la madre se la denomina inversiébn maternal. En este caso se tiene en
cuenta los costos que pagan las hembras en términos de reduccion de supervivencia o
reproduccién futura al asignar recursos a sus laghsales (Clutton-Brock 1991, Stearn

1992). Estos costos reproductivos se hacen evidentes en los compromisos que surgen entre
reproduccion-supervivencia o reproduccion actual-futura (Stearn 1992). La inversion
maternal incluye a los recursos (i.e. nutrientes y hormonas) depositados en los huevos y al
cuidado maternal de los pichones (Clutton-Brock 1991). Los recursos que las hembras
invierten en los huevos provienen tanto de las reservas que ellas poseen al momento de
reproducirse, asi como de los recursos que las hembras incorporan del ambiente durante la

etapa reproductiva (Christians 2002).
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Por otra parte, la determinacion del sexo de la descendencia es otra forma de
inversion parental. Si la produccion de uno de los sexos es mas costosa que la dal otro vy |
madre desarroll6 mecanismos que permiten la manipulacion del sexo de su descendencia,
entonces seria esperable que las hembras produzcan hijos o hijas con distinta frecuencia de
forma tal que la inversion por sexo sea equivalente (Fisher 1930).

En aves, la inversion maternal empieza con la construccion del nido y con la
asignacion de recursos a los huevos. Los componentes del huevo (proteinas, lipidos y
hormonas) generan las primeras condiciones ambientales que pueden afectar el desarrollo
del pichén (Badyaev y Uller 2009). A excepcién de la incubacion del huevo, la deposicion
de estos componentes en la yema del huevo es la Unica manera en que las hembras pueden
afectar el desarrollo prenatal después de la puesta (Groothuis y col. 2005). En el caso de las
hormonas esteroideas, los niveles presentes en la madre y en su descendencia fluctian en
funcién del ambiente (Groothuis y col. 2005). Estas fluctuaciones hormonales les permiten
a las madres trasladar el ambiente experimentado por ellas a sus hijos, anticipando las
posibles condiciones donde estos se desarrollaran (Groothuis y col. 2005). Por lo tanto, la
deposicién de recursos en los huevos seria una de las formas que poseen las madres para
generar condiciones ambientales que afectan el desarrollo de su descendencia y de esta
forma maximizar la propagacion de sus genes en la préxima generacidén (Groothuis y col.
2005, Badyaev y Uller 2009). De esta manera, las hembras podrian afectar el fenotipo de su
descendencia adaptativamente a través de componentes no genéticos (hormonas y
nutrientes presentes en el huevo, Mousseau y Fox 1998, Groothuis y col. 2005, Wolf y
Wade 2009).

4.1.2 Deposicion de Testosterona en yema y sus efectos

La testosterona es una de las principales hormonas esteroideas presentes en la yema de los
huevos de las aves (Groothuis y col. 2005). La deposicién de esta hormona se realiza en el
ovario durante la fase rapida de deposicion de la yema del oocito en crecimiento que tiene
lugar aproximadamente entre los 4-10 dias antes de la ovulacion dependiendo de la especie
(Johnson 2002, Ardia y col. 2006). Dentro del ovario, las capas celulares de la pared
folicular que rodea al oocito sintetizan y secretan la hormona en capas concéntricas

alrededor de la futura yema (Lipar y col. 1999a, Johnson 2002). Durante la primera etapa
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del desarrollo del embrion la Unica fuente disponible de esta hormona es la presente en la
yema (Tanabe y col. 1986, Ottinger y col. 2001). Luego, durante los primeros dias de
incubacion el embribn comienza a producir por si solo esta hormona (Woods y col. 1975,
Tanabe y col. 1986, Ottinger y col. 2001). La testosterona se encuentra en embriones de
ambos sexos (Schwabl 1993), aunque en algunas especies hay diferencias sexuales en su
concentracion (Mdller y col. 2002, Eising y col. 2003, Gilbert y col. 2005). Esto devo
sugerir que la determinacién del sexo en aves podria estar influenciada por esta hormona
(Petrie y col. 2001).

Por otra parte, varios estudios demostraron una relacion entre los niveles de
testosterona en sangre de las hembras y los niveles hormonales en la yema de sus huevos
(Groothuis y Schwabl 2008). Esta relacion no es clara ya que puede ser positiva (Schwabl
1996, Badyaev y col. 2005), negativa (Mazuc y col. 2003, Navara y col. 2006) o neutra
(Marshal y col. 2005, Pilz y col. 2003), dependiendo de la especie. Por lo tanto, se
desconoce aun de qué manera la hembra regula la deposicion de esta hormona en la yema y
si la regula de forma independiente de la concentracion de hormona en sangre (Groothuis y
Schwabl 2008). Ademas, tampoco se conoce si aumentar los niveles de testosterona en el
huevo implica un costo para las hembras (i.e. aumento en los niveles sanguineos a
concentraciones perjudiciales) que resulte en un compromiso entre los niveles de hormona
en sangre y la deposicién de hormona en la yema (Groothuis y Schwabl 2008).

Las hormonas tienen efectos pleiotropicos sobre los embriones pudiendo afectar el
tamafio corporal, el crecimiento, la coloracion de las plumas, el comportamiento, y los
sistemas inmune y endocrino (Groothuis y col. 2005). En particular, la testosterona presente
en los huevos tiene importantes efectos sobre el desarrollo embrionario y del pichdn
(Schwabl y col. 1997, Eising y col. 2001, von Engelhardt y col. 2004). La concentracion de
esta hormona esta relacionada con el tamafio y tasa de crecimiento del embrion, el
desarrollo muscular, el desarrollo del sistema inmune y endocrino, y la supervivencia y
comportamiento de los pichones (Groothuis y col. 2005).

En estudios experimentales en una especie de ave nidifuga donde se aumento la
concentracion de esta hormona en yema se observé una aceleracion del crecimiento
embrionario (Eising y col. 2001, von Engelhardt y col. 2004). Sin embargo, el crecimiento

fue retrasado en una especie de ave nidicola (von Engelhardt y col. 2006). Este ultimo
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trabajo mostré que los huevos tratados con testosterona eclosionaron mas tarde que los
huevos control y ademas los pichones crecieron mas lentamente los primeros dias después
de la eclosion. También se encontré que el aumento de testosterona produjo un incremento
en la masa de los musculos relacionados con el comportamiento de pedido de alimento
(“begging”, Lipar y Ketterson 2000). La intensidad de este comportamiento esta
relacionada con la habilidad de los pichones de competir por alimento (Kilner 2002).
Ademas, esta hormona afecta directamente la intensidad del comportamiento de pedido de
alimento. Los pichones con altos niveles de testosterona son mas activos, tienen una mayor
intensidad de “begging” y reciben mas alimento (Eising y Groothuis 2003, Von Engelhardt

y col. 2006).

El sistema inmune puede ser suprimido por la accion de la testosterona (Duffy y col.
2000, Peters 2000). EI mantenimiento del sistema inmune para aves en crecimiento es
altamente costoso (Sheldon y Verhulst 1996, Lochmiller y Deerenberg 2000). Por lo tanto,
el rapido crecimiento inducido por los niveles de testosterona podria mantenerse a expensas
de la funcién de sistema inmune cuando la disponibilidad de alimento es limitada
(Groothuis y col. 2005). Este compromiso entre crecimiento y sistema inmune mediado por
testosterona fue comprobado experimentalmente en dos estudios independientes (Navara y
col. 2005, Groothuis y col. 2006). En ambos casos, los grupos experimentales de pichones
donde se elevd la concentracién de testosterona presentaron mayor crecimiento y una
menor respuesta inmune. Por ultimo, la supervivencia de los pichones antes de abandonar
el nido aumenta por accion de la testosterona (Pilz y col. 2003, von Engelhardt y col. 2006).
Estos estudios mostraron que los pichones tratados con testosterona presentaron una mayor
supervivencia que los pichones control. Ademas, la mayor mortalidad se observd durante
los primeros dias de vida de los pichones.

Los niveles de andrdgenos (i.e. testosterona) en yema varian entre huevos de una
misma nidada (Schwabl 1993, Lipar y col. 1999b, Lipar 2001) asi como también en huevos
entre nidadas (Lipar y col. 1999b, Mazuc y col. 2003, Pilz y col. 2003). Esta manipulacion
por parte de la hembra le permitiria disminuir o acentuar las diferencias competitivas entre
sexos o0 entre hermanos que posean distinto tamafio dentro de la nidada (Eising y col.
2001). En especies con marcado dimorfismo sexual el sexo de mayor masa corporal es el

gue tiene una mayor probabilidad de supervivencia en el nido (Bortolotti 1986). En esta

-48 -



situacion, y dependiendo de las condiciones ambientales, las madres podrian favorecer al
sexo de menor tamafio con un aumento en la inversién de andrégenos en yema (Miller y
col. 2002, Gilbert y col. 2005), asi como también desfavorecerlos con una diminucion de la
inversion de androgenos (Schwabl y col. 1997, Gil y col. 1999, Reed y Vleck 2001). Algo
similar se observa en las especies de aves donde existe una asincronia en la eclosion de los
huevos. El pichon que nace ultimo es el mas pequefio de la nidada y es el que sufre una
mayor mortalidad (Glassey y Forbes 2002). Dependiendo de la especie podria ser
adaptativo para las hembras invertir en los pichones con mayor probabilidad de sobrevivir
cuando los recursos son limitados (Schwabl y col. 1997, Martins 2004) o invertir en el
pichbn mas asincronico, de manera tal de aumentar su supervivencia y su éxito
reproductivo directo (Schwabl 1993, Mock y Forbes 1995, Lipar y col. 1999b). Apoyando
edas hipotesis, varios estudios encontraron una variacién adaptativa en la concentracion de
testosterona en funcion del sexo del pichon en especies dimorficas (Muller y col. 2002,
Eising y col. 2003, Gilbert y col. 2005), y del orden de puesta de los huevos en especies con
asincronia en la eclosion (Schwabl 1993, Lipar y col. 1999a, Eising y col. 2001). La
variacion hormonal observada entre nidadas esta asociada a la disponibilidad de alimento
(Verboven y col. 2003), el atractivo o calidad de la pareja de la hembra (Gillp#8), la

edad de la hembra (Pilz y col. 2003), la fecha de puesta (Schwabl 1996) o la densidad
social (Schwabl 1997, Mazuc y col. 2003). Estos estudios demuestran la importancia que el
ambiente tiene en la deposicion de andrégenos en huevos y como las hembras pueden
regular adaptativamente su inversion en hormonas esteroideas en la yema para maximizar
su éxito reproductivo.

Los pichones de las especies de tordos generalistas, como el Tordo Renegrido,
presentan varias adaptaciones a la vida parasita que aumentan su habilidad competitiva
dentro del nido (Kriiger 2007). Una de estas adaptaciones es una alta tasa de crecimiento
pre (McMaster y Sealy 1998) y post eclosion (Kattan 1996, Kilpatric 2002). La mayor tasa
de crecimiento embrionaria resulta en un menor tiempo de incubacion y por lo tanto en una
eclosion mas temprana que la de sus hermanos adoptivos (Briskie y Sealy 1990, Kattan
1995). Esto le permitiria al pichén parasito monopolizar el alimento mientras los pichones
del hospedador no nacieron aun y tener cierta ventaja con hospedadores de mayor tamafo

corporal (Payne 1977). Algo similar ocurre con la mayor tasa de crecimiento post eclosion
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del pichon parasito ya que, al crecer mas rapido alcanzaria el peso asintotico antes y estaria
en condiciones de dejar el nido antes que los pichones del hospedador (Kattan 1996). Otras
adaptaciones de los pichones parasitos son una mayor agresividad durante los eventos de
alimentacion (Payne 1977) y una mayor intensidad de pedido de alimento que los pichones
del hospedador (Lichtenstein y Sealy 1998). Estos comportamientos estan asociados con la
competencia por alimento dentro del nido (Kilner 2002). Sin embargo, se desconoce hasta
el momento cuéles son los mecanismos responsables de estos comportamientos en especies
parasitas de cria. Una posibilidad es que exista un mecanismo hormonal que regule el
comportamiento en estas especies permitiéndoles explotar mas eficientemente a sus
hospedadores.

Winkler (1993) propuso que las altas tasas de crecimiento e intensidades del
comportamiento de pedido de alimento en especies parasitas podrian explicarse por una
mayor inversion de testosterona en yema por parte de las hembras parasitas. Por lo tanto, en
los huevos de especies parasitas seria esperable encontrar mas testosterona que en los
huevos de especies no parésitas. Dos estudios analizaron la concentracion de testosterona
en huevos del Tordo Cabeza Marrén y la concentracion de esta hormona en huevos de
varios de sus hospedadores (Hauber y Pilz 2003, Hahn y col. 2005). Los resultados
encontrados no fueron concluyentes ya que los niveles de hormonas en los huevos parasitos
fueron mayores (Hauber y Pilz 2003), menores (Hauber y Pilz 2003, Hahn y col. 2005) o
iguales (Hauber y Pilz 2003, Hahn y col. 2005) que los niveles de los huevos de los
hospedadores analizados.

Estos trabajos estuvieron dirigidos a encontrar una base hormonal a las exageradas
caracteristicas de las especies parasitas. Sin embargo, estas comparaciones no fueron las
mas apropiadas para evaluar una inversion diferencial de testosterona en los huevos por
parte de la hembras parasitas. Para ello se debe analizar como es la inversiéon de
testosterona entre las hembras que parasitan diferentes hospedadores o entre los huevos
encontrados en distintos hospedadores donde sus pichones se enfrenten a diferentes
situaciones de competencia y en consecuencia a diferentes valores de éxito reproductivo en
cada uno de ellos.

El ambiente competitivo (i.e. nUmero y tamafio de los pichones del hospedador) a

los cuales se enfrentan los pichones parasitos de cria generalistas cambia en funcién del
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hospedador utilizado (Fiorini y col. 2005, 2009). Los pichones parasitos enfrentan una
mayor competencia por alimento cuando son criados en hospedadores de mayor tamafo
corporal que el parédsito (Scott y Lemon 1996, Rivers 2007) que resulta en una mayor
mortalidad en la etapa de pichones en estos hospedadores (Fiorini y col. 2009). Por lo tanto,
en estos casos seria esperable que las hembras parasitas inviertan andrégenos (ej.
testosterona) diferencialmente en sus huevos dependiendo del grado de competencia que
presente el hospedador que utiliza.

Por otra parte, dado que esta especie es dimorfica en tamafio, el sexo mas pequefio
(las hembras) podria tener una mayor desventaja que el sexo mas grande cuando son
criados en hospedadores grandes (Weatherhead 1989). En el capitulo 3 se mostré que los
pichones machos y hembras de Tordo Renegrido nacen con el mismo peso, pero crecen a
distintas tasas resultando en diferentes pesos asint6ticos entre sexos. Este resultado sugiere
gue los machos podrian ser mejores competidores que las hembras en nidos de calandria
(hospedador grande) porgue tienen un mayor tamafo al final del periodo de pichones. Por
lo tanto, la mayor tasa de crecimiento de los machos podria deberse a una mayor inversion

de testosterona en yema por parte de las hembras.

4.1.3 Inversion maternal en el contenido del huevo

Las hembras pueden beneficiar a una descendencia particular aumentando los recursos
invertidos en ese huevo (Anderson y col. 1997; Cordero y col.)2@30a inversion
diferencial resulta en huevos mas grandes con mas nutrientes depositados en él (Arnold y
Green 2007) y no solamente mayor contenido de agua (Ankney 1980). Es decir, que los
huevos mas grandes tienen un mayor contenido energético absoluto que los mas pequefnos
(Williams 1994) y por este motivo son de mejor calidad (Ankey 1980, Willimas 1994).

En relaciéon al contenido del huevo, varios estudios en especies de aves nidicolas
indican que la albumina contiene en promedio el 71 % de la cantidad de proteinas totales
del huevo (Carey y col. 1980, Williams 1994). Por otra parte, la yema contiene todos los
lipidos del huevo (Williams 1994) y aporta la mayoria de las necesidades energéticas del
embrién (Williams 1994). La cantidad de proteinas en el huevo puede limitar el crecimiento
estructural de los pichones (Williams 1994) y un mayor contenido de yema puede producir

pichones con mas reservas al momento de la eclosion (Ankney 1980). Por lo tanto, huevos
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grandes pueden producir pichones que al nhacer sean mas grandes y mas pesados (Williams
1994).

Los pichones de Tordo Renegrido pueden ser criados en nidos de hospedadores de
mayor o0 menor tamafio corporal que el parasito (Mason 1986, De Marsico y col. 2010). Por
lo tanto, dependiendo del hospedador utilizado sus pichones pueden ser los mas chicos o
los mas grandes del nido. Esto resulta en distintos ambientes competitivos a los cuales
puede enfrentarse el pichdén de tordo. Bajo este escenario seria esperable que las hembras
de tordo que utilizan hospedadores de mayor tamafo corporal produzcan huevos con un
mayor contenido de proteinas y/o lipidos para aumentar las habilidades competitivas de sus
pichones en esos hospedadores. En cambio, en hospedadores de menor tamafio corporal las
hembras podrian poner huevos mas pequefios (ver capitulo 3) y de menor contenido
energético porque esto no afectaria las habilidades competitivas de sus pichones. De esta
forma las hembras podrian disminuir el costo de la produccién de sus huevos y poner mas

huevos en la temporada reproductiva.

4.1.4 Desviacién adaptativa de la proporcion primaria de sexos

En especies de aves con dimorfismo sexual los costos de producir hijos o hijas son
diferentes (Fiala y Congdon 1983, Richner 1991, Magrath y col. 2007). Estos costos se
producen por una disminucién del valor reproductivo residual de los padres (Williams
1966, Trivers 1972, Pen y Weissing 2002) como consecuencia de las distintas necesidades
fisiologicas y energéticas de cada sexo (Magrath y col. 2007). Los sexos pueden diferir en
sutasa de crecimiento (Martins 2004), ingesta de alimento (Teather y Weatherhead 1988,
Magrath y col. 2007), gasto energético (Teather y Weatherhead 1988) o necesidad
energeética (Magrath y col. 2007). Estas diferencias sexuales también pueden conducir a una
mortalidad diferencial de los sexos dependiendo de las condiciones ambientales en las que
son criados (Rgskaft y Slagsvold 1985, Benito y Gonzales-Solis 2007).

En aves las hembras pueden sesgar el sexo de su descendencia manipulando
adaptativamente el sexo de los hijos en funcion del orden de puesta de sus huevos (Nager y
col. 1999, Blanco y col. 2002, Krebs y col. 2002). El resultado de esto no es un desvio en la
proporcion de sexos de la nidada o de la poblacién sino de los primeros y/o segundos y/o

altimos huevos. Debido a esto las hembras pueden maximizar su éxito reproductivo
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favoreciendo o no a un sexo particular dependiendo del lugar de la puesta donde es
producido (Bortolotti 1986). El sexo mas vulnerable puede ser compensado al ocupar el

lugar de la puesta més favorable aumentando de esta forma su supervivencia (Blanco y col.
2002) o desfavorecido ocupando el lugar menos favorable disminuyendo su supervivencia
(Bortolotti 1986). Estos resultados muestran que las hembras pueden producir el sexo mas
susceptible en las condiciones menos favorables o viceversa.

El Tordo Renegrido es una especie parasita con dimorfismo sexual en el tamafio
corporal (Ortega 1998). Esta diferencia de tamafio se manifiesta tempranamente entre los
pichones machos y hembras (ver capitulo 3), esto podria estar asociado a diferentes
habilidades competitivas que determinen una supervivencia diferencial entre los sexos en
hospedadores de menor o mayor tamafio corporal que el parasito. Por lo tanto, las hembras
podrian manipular adaptativamente el sexo de su descendencia para obtener el mayor éxito
reproductivo en cada uno de esos hospedadores. Weatherhead (1989) sugiri6 que en
especies parasitas con dimorfismo sexual, las hembras deberian poner huevos del sexo mas
grande (machos) en nidos de hospedadores de mayor tamafio corporal que el parasito ya
gue los machos serian mejores competidores que las hembras. Sin embargo, los estudios
realizados en el Tordo Cabeza Marrén no encontraron una desviacion de la proporcion
primaria de sexos en tres de sus hospedagdidos de ellos de menor tamafio corporal que
el parasito y el restante de mayor tamafio corporal que el parasito (Weatherhead 1989,
Kasumovic y col. 2002).

En este capitulo se estudiara el ajuste de la inversion maternal en el contenido y
sexo de los huevos de las hembras de Tordo Renegrido cuando parasitan dos hospedadores
que difieren en tamafio corporal y en los que la supervivencia del pichén parasito difiere
debido a la competencia por el alimento con los pichones del hospedador. Se estimara la
inversion maternal de las hembras de tordo analizando la inversidn de testosterona en yema,
la cantidad de yema y clara presentes en el huevo, y la inversion en hijos o hijas midiendo
el desvio en la proporcidon primaria de sexos. El objetivo de este capitulo es: 1) Analizar la
inversion maternal de testosterona en yema en una especie parasita de cria cuando utiliza
hospedadores que presentan distinta intensidad de competencia para sus pichones. También
se analizaran los niveles de testosterona en funcion del sexo. 2) Estudiar si las diferencias

en el tamafio de los huevos parasitos puestos en nidos de Calandria Grande y Ratona
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Comun (capitulo 3) estan asociadas a una mayor inversion en el contenido del huevo. Para
ello se analizara si el contenido de albumina y yema en los huevos es mayor cuando se
parasita un hospedador de mayor tamafio corporal que el parésito que cuando se parasita a
uno de menor tamafio corporal. 3) Por dltimo, se analizara si las hembras de Tordo
Renegrido desvian adaptativamente la proporcion primaria de sexos en dos hospedadores
(calandria y ratona) en los que las condiciones de competencia por el alimento (y por lo

tanto supervivencia) que enfrentan los pichones parasitos difieren marcadamente

4.2 Metodologia
4.2.1 Recoleccion de huevos
Durante las temporadas reproductivas 2004, 2005, 2006, 2007 y 2008 se colectaron huevos
de Tordo Renegrido de nidos de Calandria Grande y Ratona Comun. Un subgrupo de estos
huevos fue colectado el dia de su puesta y almacenados a -20 °C. El otro subgrupo fue
colectado el dia de su puesta e incubados durante 3-6 dias a 37 °C y luego almacenados a -
20 °C. Estos huevos fueron posteriormente sexados a partir de tejido embrionario usando la
metodologia descripta en el capitulo 2. Para cada huevo colectado se determiné el peso
total y el peso de la yema y de la clara (luego de ser descongelados) con una balanza
electrénica con una precision de + 0.1 mg. El procesamiento del huevo realizado para la
separacion de la yema vy la clara produjo pérdidas de ambos componentes del huevo. La
pérdida de yema y clara estimada, teniendo en cuenta el peso de la cascara, fueedel 12%
los huevos de tordo puestos en nidos de calandria y del 10% para los huevos de tordo
puestos en nidos de ratona.

Para comparar las concentraciones de testosterona entre huevos de tordos
encontrados en nidos de Calandria Grande y de Ratona Comun se utilizaron solamente
huevos no incubados ya que la incubacién puede afectar la concentracion de hormonas en
yema (Woods y col. 1975, Tanabe y col. 1986, Ottinger y col. 2001). Los huevos utilizados
para este analisis fueron recolectados en los afios 2005 (N = 16 huevos no incubados de 27
huevos recolectados), 2006 (N = 25 huevos no incubados de 58 huevos recolectados), 2007
(N = 1 huevo no incubado de 19 recolectados) y 2008 (N = 1 huevo no incubado de 11
recolectados). Las variables medidas fueron concentracién y cantidad total de testosterona

en yema. Debido a que la deposicion de esta hormona puede variar con la fecha de puesta

-54 -



del huevo (Schwabl 1996) también se analiz6 la variacion temporal de testosterona en yema

de huevos de tordo en ambos hospedadores.

4.2.2 Determinacion de la concentracion de Testosterona en yema
La determinacion de testosterona en yema se realizO mediante la técnica de
radioinmunoensayo (RIA) descripta por Canosa y Ceballos (2002). Esta técnica se basa en
la competencia entre el antigeno (ej. hormona o H) presente en la muestra y el mismo
antigeno marcado radioactivamente (H*) por los sitios de unién del anticuerpo. Una vez
alcanzado el equilibrio de la reaccion:

Ac+H+H* <——>Ac-H + Ac-H* + H libre + H*libre

Se midio la radioactividad del complejo Ac-H*. Luego mediante una curva de
calibracion (es una curva de concentraciones conocidas de antigeno frio y marcado) se
interpolan los valores de radioactividad medidos y asi se estima la concentracion del
antigeno en la muestra.

Antes de la realizacion del RIA se extrajo la hormona de la yema. Para ello se
descongel6 la yema y se la diluyé 3:1 en agua. Luego seumam@uestra de 100 ul de
yema para la extraccion de hormona y otra muestra de 100 pl para calcular las pérdidas de
testosterona durante el proceso de extraccion. A las muestras utilizadas para calcular las
pérdidas sée agregaron 10 ul T-H? (testosterona marcada con tritio, concentracién 5.000
C.p.m./100ul). Luego a cada muestra se le agregd 1000 pl de metanol y se las dejo 24 hs a
4 C°. Posteriormente las muestras se centrifugaron, se evaporo el metanol, y se resuspendio
el extracto seco con 1.0Q0de hexano. Nuevamente se dejaron las muestras 24 hs a 4 C°.
El ultimo dia de la extraccion se centrifugaron las muestras, se evaporo el hexano y se
resuspendi6 el extracto seco en 1000 pl de buffer RIA (10 mM buffer fosfato pH 7,4; 140
mM NaCl;, 20 mM EDTA; 0,1 % p/v Azida soOdica) hasta la realizacién del
radioinmunoensayo.

Parala realizacion de RIA se usoO una curva de calibracion por triplicado utilizando
concentraciones crecientes de testosterona. La curva de calibracion abarco urerango d
concentraciones entre 62,5 y 4000 pg/ml y una cantidad fija del marcador radioactivo
(10.000 dpm de testosterona-(1,2,6,7-3H(N)-) que poseia una actividad especifica de 80,4

uCi/mmol. El esteroide radioinerte y el radioactivo se hallaban disueltos en buffer RIA
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compuesto por buffer fosfato salino (PBS) 10 mM, gelatina 0,1%, EDTA 20 mM, Azida
sédica 0.1% p/v, pH 7,4. Las cuentas totales fueron determinadas incubando el radioactivo
solo, es decir en ausencia de testosterona fria, anticuerpo y carbén dextrano. La uniéon no
especifica se calcul6 incubando la testosterona radioactiva en ausencia de testosterona fria y
anticuerpo. El unido maximo se determind mediante la incubacion en presencia de
anticuerpo y carbon-dextrano, y en ausencia de testosterona radioinerte. La reaccion se
llevd a cabo a 4°C durante aproximadamente 18 horas, momento en el cual se interrumpio
la reaccion por el agregado de carbdn-dextrano en una proporcion de 0.5 y 0.05%,
respectivamente. Los tubos se centrifugaron por 30 minutos a 3500 rpm, en una centrifuga
refrigerada a 4°C. De los sobrenadantes obtenidos, en donde se encontraba la testosterona
unida al anticuerpo, se tomaron 3@0y fueron colocados en viales para la determinacién
de la radioactividad unida. Para la determinacion de la radioactividad se utilizé6 un equipo
Wallac 1409 DSA (Wallac Co, Turku, Finlandia) y como liquido de centelleo Optiphase Hi
3 (Perkin Elmer, Boston, USA

La dilucidn final del anticuerpo anti-testosterona fue de 1:150000. La variacion intra
e inter ensayo siempre estuvo por debajo del 10 %. Los limites de sensibilidad del ensayo
estan entre 10 y 800 pg. Para la medicion de testosterona se utilizé un anticuerpo policlonal
(Universidad de Colorado, Colorado, USA). Una vez obtenidos los valores de testosterona
unida, la concentracion de la misma se calculé mediante una planilla de calculo que ajusta
los valores obtenidos a partir de la curva de calibracion. La produccién de testosterona fue

expresada como pmoles totales por yema, o por mg de yema.

4.2.3 Célculo de la proporcion primaria de sexos

La proporcion primaria de sexos se calcul6 a partir de una submuestra de huevos colectados
durante las temporadas reproductivas 2004, 2005 y 2006 que fueron incubados durante 3-6
dias y posteriormente sexados. En total se recolectaron 28, 20 y 45 huevos de tordo en
nidos de calandria y 23, 7 y 5 en nidos de ratona en los aflos 2004, 2005 y 2006,
respectivamente. La proporcion primaria de sexos se calcul6 como n° machos/n°® de

machos+n° de hembras.

4.2.4 Andlisis estadisticos
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En los andlisis de las variables relacionadas con Testosterona se usaron pruebas
paramétricas. En cambio en los analisis que incluyeron el peso total del huevo y el peso de
la yema y clara se us6 estadistica no paramétrica por no cumplirse los supuestos de las
pruebas paramétricas.

Para poner a prueba si la proporcion primaria de sexos se desviaba de la igualdad se
utilizd un Modelo Lineal Generalizado (GLM) con una funcién de enlace logit. En este
modelo se utilizé una distribucion de frecuencia binomial de los errores. Las variables
predictoras hospedador y afo fueron introducidas en el modelo como factores fijos. La
variable fecha de puesta fue incluida como mes de puesta. La significancia fue testeada
usando el estadistico de Waktl cual sigue una distribucion y°. En todos los GLM, se
utilizé un procedimiento de seleccion hacia atras para obtener el modelo minimo adecuado.
Este procedimiento consiste en remover las interacciones no significativas del modelo una
por una en orden decreciente de la interaccion y en orden decreciente del valor de P dentro
del mismo nivel. Para determinar el desvio de la proporcion primaria de sexos del valor
esperado de 50:50, se utilizo los parametros del modelo nulo (Wilson y Hardy 2002). Las
pruebas estadisticas fueron hechas utilizando Statistica 6.0 (StatSoft Inc. 2001).

4.3 Resultados

4.3.1 Concentracion de testosterona en huevos de tordo puestos en nidos de calandria

y ratona

La cantidad total de testosterona presente en la yema de los huevos de tordo puestos en
nidos de Calandria Grande fue similar a la encontrada en huevos puestos en nidos de
Ratona Comun (ANOVA: F = 2,59; P = 0,12; figura 4.1 A). La concentracion de
testosterona medida como pg/mg de yema mostré el mismo patron. Los huevos de tordo
puestos en nidos de calandria tuvieron la misma concentracion que los huevos puestos en
nidos de ratona (ANOVA: 9= 3,02; P = 0,09; figura 4.1 B).
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Figura 4.1: A) cantidad total de testosterona en yema y B) concentradiéstasterona (pg) por mg de yema
en huevos de Tordo Renegrido puestos en nidos de Calandria Grandatgrle ®mun. El nUmero dentro

de las barras corresponde al tamafio muestral.

Los niveles de hormonas también fueron analizados teniendo en cuenta el sexo de
los individuos. En estos analisis solo se utilizaron huevos de Tordo Renegrido provenientes
de nidos de Calandria Grande. La cantidad total de testosterona en huevos determinados
como hembras fue similar a la de los huevos determinados como machos (ANOMA: F
0,44; P = 0,51, figura 4.2 A). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de testosterona en yema entre huevos de tordo determinados como hembras o
como machos (ANOVA: £24= 0,02; P = 0,89; figura 4.2 B).
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Figura 4.2: A) cantidad total de testosterona en yema y B) concentracion dertastofpg) por mg de yema
en huevos de Tordo Renegrido con embriones hembras y machamdtbrdentro de la barras corresponde

al tamafo muestral.
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Se analiz6 la variacion de la cantidad total y de la concentracion de testosterona en
yema en huevos de tordo a lo largo de la temporada reproductiva. Se utilizé como variable
independiente la cantidad de dias transcurridos desde el comienzo de la temporada
reproductiva hasta la fecha de puesta del huevo. No se encontrdé una asociacion entre el
momento de la temporada reproductiva y la cantidad de testosterona total en yema
(Regresion lineal: £30=0,001; P = 0,96; R= 0,007; figura 4.3 A) ni con la concentracion
de testosterona (Regresion lineal:s5=0,43; P = 0,51; &= 0,01; figura 4.3 B).
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Figura 4.3: A) cantidad total de testosterona (pg) en yema y B) concentiaciéstosterona (pg) por mg de
yema en huevos de Tordo Renegrido en funciéon del momento defaréeta reproductiva erl gue fue
puesto el huevo. Se tom6 como fecha de inicio de temporada el 1 de otibreirculos blancos
corresponden a huevos de Tordo Renegrido encontrados en nidos ke Ganain y los circulos negros a

huevos encontrados en nidos de Calandria Grande.

4.3.2 Peso de la yemay clara en huevos puestos en nidos de calandria y ratona

La inversién maternal en los huevos de Tordo Renegrido también se analiz6 midiendo la
cantidad de yema y clara. En la tabla 4.1 se presentan los pesos medios de la yema y claray
el peso total del huevo para huevos de tordo encontrados en nidos de Ratona Comun y
Calandria Grande. El peso de la clara y el peso total del huevo fueron mayores en los
huevos puestos en nidos de calandria que en nidos de ratona mientras que el peso de la

yema fue similar para los huevos puestos en los nidos de ambos hospedadores (tabla 4.1).
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Tabla 4.1: Inversi6bn maternal (estimada como peso de la yema, la clara yedel o huevos parasitos

encontrados en nidos de la Ratona Comun y la Calandria Grande.

Calandria Grande Ratona Comar Mann-Whitney (Z) P

Peso yema (g0 0,81 +0,02(36) 0,79 + 0,03 (6) -0,27 0,78
Peso clara (g) 2,22 +0,09 (36) 1,70+0,17 (6) -2,08 0,03
Peso huevo (g 4,17 £0,09 (36) 3,54 + 0,22 (5) -2,07 0,03

4.3.3 Proporcion primaria de sexos

La proporcion primaria de sexos de los huevos de Tordo Renegrido encontrados en nidos
de Ratona Comun fue similar a la encontrada en nidos de la Calandria Grande (0.54 vs.
0,51; Wald = 0,006, df = 1; P = 0,93; tabla 4.2). La relacion machos:hembras observada
tanto en nidos de raton&9(:162) como en nidos de calandrid7(:462) no se alejaron

de la frecuencia 50:509 esperada por el azar (calandria: Wald = 0,38; df = 1; P = 0,54;
ratona: Wald = 0,26; df = 1; P = 0,61). Cuando los datos fueron agrupados sin tener en
cuenta hospedador y afio, la proporcion de sexos poblacional de machos:hembras fue de
1:0.94 (669:629) y tampoco fue significativamente diferente de lo esperado por el azar
(Wald = 0,28; df = 1; P = 0,59). Por ultimo, la proporcion de sexos de los huevos no vario
en relacion a su fecha de puesta (Wald = 0,18; df = 3; P = 0,67).

Tabla 4.2: Proporcién de sexos de huevos de Tordo Renegridaradosnen nidos de ratona y calandria.
Los valores reportados indican la proporcion de machos. Los valorespandrgesis corresponden a la

cantidad de huevos sexados.

Afo N Calandria Grande Ratona Comun
2004 51 0.57 (28) 0.57 (23)
2005 27 0.55 (20) 0.57 (7)
2006 50 0.44 (45) 0.40 (5)
Totales 128 0.51 (93) 0.54 (35)

No se encontré un efecto del afio sobre el desvio de la proporcion de sexos primaria

de los huevos de Tordo Renegrido encontrados en nidos de la Ratona Comun y la Calandria
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Grande (Wald = 0,92; df = 2; P = 0,63; figura 4.4). La relaciéon de machos:hembras para
cada afio fue de 289229, 153:12%2 y 227:289 para los afios 2004, 2005 y 2006

respectivamente.
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0,8 -

0,6

Proporcion

0,2 -

0,0 -

2004 2005 2006

Figura 4.4: Proporcion de huevos de Tordo Renegrido determinadasmaohos (barras negras) y como
hembras (barras blancas). Los datos corresponden a huevos encosraddss de Calandria Grande y

Ratona Comun durante los tres afios de estudio.

4.4 Discusion

4.4.1 Inversion maternal en el huevo

Los resultados encontrados indican que las hembras de Tordo Renegrido realizan una
inversion maternal diferencial en sus huevos dependiendo del hospedador que parasitan.
Los huevos encontrados en nidos del hospedador de mayor tamafio corporal, la Calandria
Grande, fueron un 22% mas pesados que los encontrados en el hospedador de menor
tamafno corporal, la Ratona Comun. Estas diferencias de peso se debieron en parte a
diferencias en el peso de la clara (23% mas pesada en huevos de calandria que de ratona).
Consistentemente con esto Ankney y Johnson (1985) mostraron que en el Tordo Cabeza
Marron la cantidad de albumina correlaciona positivamente con el tamafio del huevo. Esta
diferencia entre hospedadores en el peso de la clara de los huevos de tordo sugiere una
inversion diferencial en proteinas segun el hospedador utilizado ya que la mayor cantidad
de proteinas se encuentra en la clara (Carey y col. 1980). La inversion en proteinas es

sumamente importante en especies donde el tamafio estructural es importante para el pichon
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(Boersma 1982), como seria el caso de los pichones de tordo criados en nidos de calandria
donde la competencia por el alimento es mas intensa y un mayor tamafo corporal podria
ser beneficioso para la obtencion de alimento.

Por el contrario, no se encontré una diferencia entre hospedadores en la inversion de
recursos en la yema. Una mayor cantidad de yema podria ser ventajoso para los pichones de
tordo si eclosionan en nidos de un hospedador grande, como la calandria, porque en este
hospedador la competencia por el alimento es mas intensa y tener una pequefia ventaja en
tamafio podria aumentar la supervivencia del pichén en comparacién con pichones que
nacen de huevos mas pequefios. Kattan (1995) mostré que los huevos de tordo poseen una
yema mas chica de la esperada por el tamafio corporal de la hembra. Esto podria explicar el
corto periodo de incubacion en esta especie parasita. Por lo tanto, podria existir en esta
especie un compromiso entre una mayor inversion aumentando el tamafio de la yema,
beneficiando al pich6n con un mayor tamafio al momento de la eclosion, y prolongar el
periodo de incubacioén, perjudicando al pichén al reducir la ventaja que tendria al nacer
antes que los pichones del hospedador. La similitud del peso de la yema encontrada entre
huevos podria indicar la existencia de este compromiso en esta especie parasita.

4.4.2 Inversion maternal de testosterona en yema

La concentracion y la cantidad total de testosterona en yema fueron similares en huevos de
tordo puestos en nidos de calandria y de ratona. Tampoco se observaron diferencias
sexuales en los niveles de esta hormona en yema. Por lo tanto, estos resultados indican que
las hembras parasitas no invierten diferencialmente andrégenos en la yema del huevo
dependiendo de la especie hospedadora o del sexo. Los niveles de testosterona encontrados
en este estudio fueron del mismo orden de magnitud que los encontrados en la especie
paréasita de cria Tordo Cabeza Marrén (Hauber y Pilz 2003).

La testosterona produce efectos pleiotrépicos sobre el embrion (Groothuis y col.
2005). Algunos de estos efectos pueden ser perjudiciales para el pichon, como la supresion
del sistema inmune (Muller y col. 2002, Groothuis y col. 2005b). Por lo tanto, el
compromiso entre costos y beneficios que genera esta hormona podria determinar el nivel
Optimo de testosterona en la yema de los huevos. De existir este compromiso entre costos-

beneficios en el Tordo Renegrido no seria esperable encontrar un aumento de testosterona
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en la yema de los huevos parasitos a pesar de producir efectos ventajosos en ciertos
caracteres. Esto podria explicar por qué las hembras de tordo no invierten mas hormonas en
huevos puestos en nidos de calandria a pesar de que los pichones de tordo criados en nidos
de esta especie se beneficiarian con un aumento de testosterona (e.g. aumentando su
crecimiento o la intensidad del comportamiento de pedido de alimento). Los costos en las
hembras pueden surgir debido a que el aumento de la produccion de testosterona para
depositar en el huevo también aumente los niveles de esta hormona en sangre (@roothuis
Schwabl 2008). Los efectos negativos que esto puede producir en las hembras pueden ser
un retraso en el comienzo de la reproduccion (Clotfelter y col. 2004), una disminucién en el
cuidado parental de la nidada (Clotfelter y col. 2007), una disminuciéon de su éxito
reproductivo debido a una disminucién del tamafio de puesta y éxito de eclosion (Lépez-
Rull y Gil 2009) o a un aumento en la mortalidad de los pichones (Sockman y Schwalb
2000). Si las hembras de Tordo Renegrido pagan un costo por invertir testosterona en sus
huevos esto podria provocar que los niveles de este andrégeno no superen ciertas
concentraciones en el huevo. Los resultados obtenidos en este estudio no aportan
evidencias directas que sugieran la existencia de estos compromisos. Para evaluar la
existencia de los costos que podria producir elevados niveles de testosterona son necesarios
estudios donde se manipule la concentracion de esta hormona en sangre en las hembras y

en los pichones.

4.4.3 Proporcion primaria de sexos

La proporcion primaria de sexos en los huevos de Tordo Renegrido fue la esperada por el
azar (13: 19) en ambos hospedadores estudiados. En contra de las predicciones de una
desviacion adaptativa de la proporcion de sexos segun el hospedador utilizago, no s
observd una desviacion hacia los machos en la proporciéon primaria de sexos de los huevos
de tordo puestos en nidos de calandria, ni hacia las hembras en la proporcién primaria de
sexos de los huevos de tordo puestos en nidos de ratona. Estos resultados son similares a
los encontrados en dos estudios previos que analizaron la proporcion primaria de sexos en
el Tordo Cabeza Marrén (Weatherhead 1989, Kasumovic y col. 2002). Weatherhead (1989)
propuso que en estas especies parasitas, con dimorfismo sexual en tamafio, el sexo mas

grande (macho) es mejor competidor por el alimento que el sexo mas chico (hembra) en
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hospedadores de mayor tamafio corporal que el parasito. Sin embargo, en su estudio no
encontré evidencias del desvio en la razon de sexos primaria 0 secundaria (nUmero de
machos o hembras que dejan exitosamente el nido). Este trabajo fue repetido con mas
detalle en la misma especie parasita (Kasumovic y col. 2002). Estos autores analizaron la
relacion de sexos en mas hospedadores y tuvieron en cuenta si el desvio se producia a nivel
poblacional o individual. Ademas, tuvieron en cuenta el sexo de los huevos de una misma
hembra y analizaron si diferia de lo esperado por el azar. Nuevamente este trabajo arrojo
resultados negativos, es decir, no hubo un desvio en la razon de sexo a nivel poblaciones ni
tampoco las hembras produjeron un sexo con mas frecuencia que otro. Por otro lado, si en
esta especie parasita existe un mecanismo de reconocimiento del hospedador desarrollado
durante la etapa de pichones que determina en la hembra adulta qué hospedador parasitar,
entonces podria existir presion de seleccidon negativa si existe una desviacién en la
proporcion de sexos porque esto afectaria el uso de ese hospedador en la siguiente
generacion. Un exceso de machos produciria un menor uso de ese hospedador y un menor
reclutamiento, y un exceso de hembras un mayor uso.

La manipulacion del sexo de la descendencia es posible si en las hembras
evolucion6 algun mecanismo que les permita manipular el sexo de sus hijos Vario
mecanismos fueron propuestos para las aves (Pike y Petrie 2003). Aunque todavia ninguno
de ellos cuenta con suficiente evidencias a favor. En esta especie parasita dimorfica en
tamafio (Reboreda y col. 1996) el éxito reproductivo de ambos sexos podria ser distinto
dependiendo del hospedador. Sin embargo, a pesar de estas buenas razones para esperar un
desvio en la proporcién de sexos en esta especie parasita la razon de sexos fue explicada
por el azar. La explicacibn mas parsimoniosa de estos resultados es que las hembras
parasitas no desarrollaron un mecanismo que les permita desviar adaptativamente la

proporcion de sexos de su descendencia.

4.5 Conclusion
La prediccidén que se puso a prueba en este capitulo fue que las hembras de tordo ajustarian
su inversion en funcién del hospedador utilizado. Los resultados obtenidos muestran que
las hembras de Tordo Renegrido que producen huevos mas pesados también invierten en

ellos mas clara. Sin embargo, no se encontro una inversion diferencial en las otrassvariable
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medidas, es decir, en la cantidad de yema, en la concentracién de testosterona o en el sexo
de la descendencia. Tampoco se encontré un efecto del momento de la temporada sobre la
inversion. Por lo tanto, estos resultados apoyan parcialmente la hipotesis de una inversion
diferencial de las hembras de tordo en funciéon del hospedador que parasitan y del éxito

reproductivo obtenido en cada uno de ellos.
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Capitulo 5

Variacion del comportamiento de pedido de alimento de los pichones de
Tordo Renegrido en distintos hospedadores

5.1 Introduccién
Los pichones de las aves producen un llamativo despliegue de pedido de alimento
(“begging”) durante las visitas de entrega de alimento al nido por parte de los padres. Este
comportamiento es dirigido a los padres y consiste en un despliegue donde el pichon estira
el cuello, mueve las alas, se posa sobre sus tarsos, y al mismo tiempo abre su boca
mostrando su colorido interior (Redondo y Castro 199er 2002, figura 5.1 Ay B
emitiendo intensas vocalizaciones (Haskell 1999, Kilner 2002). Este comportamiento posee
componentes o despliegues visuales (i.e. postura del pichdn y coloracion del interior de la
boca) y auditivos (i.e. vocalizaciones) que cumplen distintas funciones (Kilner 2002). Los
despliegues visuales (e.g. la postura que adopta el pichén) estan asociados con la
competencia por el alimento con sus hermanos (Kacelnik y col. 1995, Kilner 2002, Leonard
y col. 2003). En concordancia con esto, varios estudios encontraron una asociacion positiva
entre la intensidad del despliegue visual del comportamiento de pedido de alimento (ver
meétodos para su definicion) y el alimento recibido por el pichon (Redondo y Castro 1992,
Kilner 1995, Kacelnik y col. 1995, Leonard y Horn 1998, Porkedpiytka 2006. No esta
claro si estos resultados se deben a que los pichones que muestran una mayor intensidad del
despliegue visual ganan la contienda por el alimento o si los padres alimentan
preferentemente a los pichones que muestran una intensidant (Kédper 2002). En
cuanto a la coloracién y ornamentacion del interior de la boca de los pichones (ver figura
5.1 B) se ha propuesto que su funcion podria estar relacionada con la detectabilidad del
pichon en el nido (Kilner 2002). También la coloracion mas brillante de la boca aumenta la
probabilidad de recibir alimento (Gotmark y Ahlstrom 1997, Heeb y col. 2003). Por otro
lado, la intensidad y frecuencia de las vocalizaciones estan relacionadas con la tasa de
entrega de alimento al nido por parte de los padres (Kilner 2002, Leonard y col. 2003),
siendo esta mayor al aumentar las vocalizaciones (Ottosson y col. 1997). Si bien todas estas
sefales actuan simultaneamente, cada componente discreto de este comportamiento podria

ser moldeado por la seleccion natural de manera independiente (Kilner 2002).
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Figura 5.1: Comportamiento de pedido de alimento de pichones dunaenento de alimentacion: A) pichon

de Cuervo Comun (Corvux corahttp://bna.birds.cornell.edu/bna/species/476/galleries/photos) estirando el
cuello posado sobre sus tarsos y agitando las alas, B) pichén de Chloelimegcon una elaborada
ornamentacion tanto en el interior de  su boca  como en las comisuras
(http://www.birdphotographers.net/forums/showthread.php/48G8geung-for-feathers-but-not-for-colors-

Gouldian-finch.

Un factor importante que afecta al comportamiento de pedido de alimento es el
estado nutricional, necesidad alimenticia o condicion del pichon (Godfray 1991). La
condicién del pichon estad determinada por la cantidad de alimento necesaria para crecer
hasta poder abandonar el nido (Price y col. 1996). Esta cantidad de alimento determina la
necesidad a largo plazo del pichén (Price y col. 1996). En cambio, la necesidad a corto
plazo o hambre se refiere a la cantidad de alimento diaria que necesita el pichon para
sobrevivir (Price y col. 1996). Varios estudios han demostrado que pichones en mala
condicion nutricional muestran un despliegue visual y auditivo del comportamiento de
pedido de alimento (postura y vocalizaciones) mas intenso (Smith y Montgomery 1991,
Teather 1992, Price y col. 1996). Estos resultados son apoyados por estudios
experimentales donde se manipul6 el nivel de necesidad a corto plazo o hambre del pichén,
encontrdndose dentro de un determinado rango una asociacion positiva entre el nivel de
necesidad del pichon y la intensidad del comportamiento de pedido de alimento (Leonard y
Horn 1998, Lichtenstein y Dearborn 2004). Esta diferencia en la necesidad alimenticia de
los pichones puede ser consecuencia de la competencia entre los pichones por el alimento
(Price 1996, Neuenschwander y col. 2003, Pork8ptiyka 2006).
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La intensidad del comportamiento de pedido de alimento también esta influenciada
por los niveles hormonales en el huevo (Eising y Groothuis 2003) o en el pichén (Goodship
y Buchanan 2006). Eising y Groothuis (2003) encontraron que pichones que nacieron de
huevos inyectados con testosterona desplegaron un comportamiento de pedido de alimento
mas intenso. Ademas, Goodship y Buchanan (2006) encontraron que los niveles de
testosterona en plasma correlacionan positivamente con la intensidad de comportamiento de
pedido de alimento. Previamente Groothuis y Ros (2005) encontraron que pichones con
implantes de testosterona también tenian una mayor intensidad de comportamiento de
pedido de alimento.

Otro factor que puede afectar el comportamiento de pedido de alimento es la
experiencia del pichon en los anteriores eventos de alimentacion que puede condicionar al
pichén con qué intensidad solicitar alimento (Kedar y col. 2000, Rodriguez-Gironés y col.
2002). Kedar y col. (2000) encontraron que la postura del pichon estaba correlacionada
positivamente con la postura previa que tuvo el pichén cuando fue alimentado. Algo similar
fue encontrado por Rodriguez-Gironés y col. (2002) quienes demostraron que los pichones
pueden aprender a desplegar un comportamiento de pedido de alimento mas intenso para
recibir la misma cantidad de comida que sus hermanos. Ambos estudios indican que este
comportamiento es plastico, o sea, que para un mismo nivel de necesidad alimenticia o
condicidn, los pichones pueden presentar distinta intensidad de pedido de alimento.

El comportamiento de pedido de alimento ha sido ampliamente estudiado en el
marco del conflicto paterno-filial (Trivers 1974, Parker y Macnair 1978, Lundberg y Smith
1994). Este conflicto surge por los distintos intereses que poseen padres e hijos (Trivers
1974). Desde el punto de vista de los padres existiria un compromiso entre la alimentacion
de los pichones actuales y su supervivencia y éxito reproductivo futuro (Stearns 1992). Esto
resultaria en un nivel de aprovisionamiento 6ptimo desde el punto de vista paterno (Kilner
2002). En cambio, desde la perspectiva de los hijos su interés es ser alimentados a la mayor
tasa para alcanzar la independencia lo antes posible, aunque esto implique un costo sobre la
supervivencia y éxito reproductivo futuro de sus padres (Parker y Macnair 1978). La razon
de esto es que cada individuo comparte el 100% de los genes consigo mismo, el 50% con
sus hermanos o padres y el 25% con sus medio hermanos. Por lo tanto, desde el punto de

vista individual y teniendo en cuenta el grado de parentesco es mas importante la
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supervivencia propia que la de sus hermanos o padres en primer lugar y luego la de sus
medio hermanos. Sin embargo, este comportamiento egoista deja de ser beneficioso cuando
el beneficio (la propia supervivencia) es superado por el costo de perder hermanos
(Hamilton 1964). En concordancia con esto, en un estudio realizado en varias especies de
aves se encontré que el comportamiento de pedido de alimento es mas intenso a medida
gue disminuye el parentesco de los miembros de una nidada (Briskie y col. 1994). Dentro
de este marco, los hijos comunican sus necesidades alimenticias a sus padres a través del
comportamiento de pedido de alimento y estos pueden evaluar los requerimientos
alimenticios de sus pichones (Godfray 1995). De esta manera, los padres responden
ajustando la frecuencia de alimentacién de sus hijos (Ottosson y col. 1997). La solucién a
este conflicto llega si la sefial que los pichones comunican a sus padres es honesta (Godfray
1995). Por lo tanto, el comportamiento de pedido de alimento es informativo del estado
nutricional del pichén y de la necesidad de alimento (Horn y Leonard 2002).

Los pichones de las especies parasitas de cria no estan emparentados con los
individuos que los crian. Por lo tanto, no comparten genes con sus padres o hermanos
adoptivos y el coeficiente de parentesco entre ellos es cero. En estos casos no hay
posibilidad de que exista un conflicto paterno-filial entre ellos (Harper 1986). Por este
motivo varios autores plantearon que en las especies parasitas el comportamiento de pedido
de alimento deberia tener una intensidad mayor (i.e. egoista) que en las especies no
parasitas (Harper 1986, Redondo 1993, Rodriguez-Gironés y col. 2002). Este
comportamiento de pedido de alimento exagerado fue encontrado tanto en el Tordo Cabeza
Marron (Dearborn 1998, Lichtenstein y Sealy 1998) como en el Tordo Renegrido
(Lichtenstein y Dearborn 2004). Esta alta intensidad puede estimular a sus padres adoptivos
a llevar mas alimento al nido (Kilner y col. 2003) y en aquellos hospedadores donde el
pichon de tordo sea el mejor competidor este puede beneficiarse monopolizando el
alimento (Kilner y col. 2003). En estas especies también se encontré una asociacion entre la
necesidad a corto plazo (i.e. hambre) y el comportamiento de pedido de alimento (Hauber y
Ramsey 2003, Lichtenstein y Dearborn 2004). Por lo tanto, este comportamiento también
es informativo de la condicion nutricional en pichones de especies parasitas como lo habian
propuesto previamente Kilner y Davies (1999). Por otro lado, en estas especies parasitas se

han realizado pocos estudios analizando qué factores afectan este comportamiento. Rivers
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(2007) mostro en su trabajo que la variacion del comportamiento de pedido de alimento de
los pichones del Tordo Cabeza Marrdn no fue explicada por la necesidad a corto plazo sino
por la identidad del hospedador donde fue criado el pichdn parésito. En las especies
parasitas que utilizan hospedadores de distintas caracteristicas, sus pichones se enfrenten a
muy distintas situaciones de crianza. Pueden ser los pichones mas grandes del nido y en
este caso tienen una ventaja por su tamafo en el acceso al alimento (Kilner 2003, Kilner y
col. 2003), o pueden ser los mas chicos enfrentdndose con una alta competencia por el
alimento con sus comparieros de nido (Lichtenstein 2001). Por este motivo, es esperable
gue los pichones de tordo presenten distinto comportamiento de pedido de alimento
dependiendo del hospedador que utilizan. En aquellos hospedadores donde la competencia
es mas intensa seria esperable que los pichones de tordo tengan un comportamiento de
pedido de alimento més intenso que en hospedadores en los que la competencia es menos
intensa. Ademas, esta especie es dimorfica en tamafio y este dimorfismo aparece durante la
etapa de pichones (ver capitulo 3). Por lo tanto, seria esperable que machos y hembras de
Tordo Renegrido sean afectados diferencialmente por la competencia por el alimento
cuando compiten con pichones del hospedador de mayor tamafio corporal que el parasito
(Weatherhead 1989). Ademas los pichones de especies dimorficas en tamafio poseen
distintos requerimientos energéticos durante su crecimiento (Teather y Weatherhead 1988).
Debido a esto es esperable que los pichones de tordo tengan distintas necesidades
alimenticias que determinen distintas estrategias de comportamiento de pedido de alimento
en funcién del hospedador. En este caso es esperable que el sexo mas grande sea mejor
competidor que el mas pequefio, que esté en mejor condicion y que por lo tanto despliegue
una menor intensidad de comportamiento de pedido de alimento en un hospedador de
mayor tamafo corporal que el parasito. Por Gltimo, si en esta especie parasita existen raz
hospedador especificas que condujeron a una diferenciacion genética entre hembras
(Mahler y col. 2007) y si este comportamiento tiene bases genéticas es esperable que los
distintos niveles de competencia entre hospedadores hayan seleccionado distintas bases
geneéticas de este comportamiento. Por lo tanto, es esperable que los pichones provenientes
de huevos encontrados en el mismo hospedador desplieguen el mismo comportamiento de

pedido de alimento independientemente de donde sean criados.
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En este capitulo se estudiara si las condiciones de competencia dentro del nido
influyen sobre el comportamiento de pedido de comida en los pichones de Tordo
Renegrido. Para ello se analizara el comportamiento de pedido de alimento de pichones
parasitos criados en condiciones estandarizadas en nidos de Calandria Grande (hospedador
donde la competencia por el alimento es intensa) y Ratona Comun (hospedador donde la
competencia por el alimento no es intensa). Es esperable que los pichones de tordo
desplieguen un comportamiento de pedido de alimento mas intenso en nidos de la calandria
que en nidos de ratona. Ademas se estudiara si ambos sexos despliegan la misma estrategia
de pedido de alimento en ambas situaciones de competencia. Es esperable que los pichones
machos desplieguen un menor comportamiento de pedido de alimento que las hembras en
el hospedador que presenta una alta competencia por el alimento. También se estudiara la
plasticidad de este comportamiento con un experimento de translocacion de huevos entre

hospedadores.

5.2 Metodologia
5.2.1 Recoleccion de datos
Los datos presentados en este capitulo corresponden a experimentos realizados en nidos de

calandria y de ratona encontrados en las temporadas reproductivas 2007, 2008 y 2009.

5.2.2 Disefio de los experimentos en nidos de calandria y de ratona

Los nidos de calandria fueron manipulados de manera tal de obtener nidadas con dos
pichones de calandria y un pichén de tordo (figura 5.2 B). Para ello, se removi6 el 3° y 4°
huevo de calandria y todos los huevos de tordo puestos en el nido salvo uno (figura 5.2 A).
Si el huevo de tordo fue puesto de manera natural antes de comenzada la incubacion (antes
de la puesta del 3° huevo de calandria) entonces se dejé ese huevo (parasitismo natural
sincronico con la puesta del hospedador). En cambio, si antes de la puesta del 3° huevo de
calandria el nido no habia sido parasitado, entonces se lo parasito artificialmente con un
huevo de tordo fresco (no mas de 3 dias desde su puesta hasta el momento de utilizacién)
proveniente de otro nido de calandria (parasitismo artificial sincronico con la puesta del
hospedador). La cantidad de pichones del hospedador utilizada en este experimento fue de

2 porque este es el numero promedio de pichones de calandria que quedan en nidos
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parasitados sin manipular (Fiorini y Reboreda 2006). Por lo tanto, seria la situaciéon de
competencia mas frecuente con la que se enfrentaria un pichon parasito en este hospedador.
El huevo de tordo fue puesto durante la puesta del hospedador ga gue&’4 % de los

casos el parasitismo ocurre durante la puesta del hospedador (Fiorini y Reboreda 2006).
Esto resulta en que el pichon de tordo eclosiona un dia antes o el mismo dia que los

pichones de calandria (Fiorini y col. 2009).

o

S T NS o 5 /
Figura 5.2: A) Nido experimental con 2 huevos de Calandria Grandeigvb ke Tordo Renegrido, B) Nido
experimental en la etapa de pichones con 2 pichones de Calandria Grande (pichonesdo con las

comisuras de la boca blancas) y 1 pichén de Tordo Renegrido (piam@h ioterior de la boca roja). Fotos:

Diego T. Tuero y Vanina D. Fiorini.

Por otro lado, los nidos de ratona fueron manipulados de forma de obtener nidadas
con cuatro pichones de ratona y un pichon de tordo (figura 5.3 B). Este tamafio de nidada se
obtuvo removiendo el 5° huevo de ratona (y eventualmente el 6° si éste era puesto) y
agregando un huevo de tordo proveniente de otro nido de ratona (figura 5.3 A) 3 dias
después de empezada la incubacién. Se adoptd este tamafio de nidada porque es el mas
frecuente después de un evento de parasitismo (Tuero y col. 2007), siendo por lo tanto esta
la situacién mas comun de competencia por el alimento entre pichones del hospedador y del
parasito. Se eligié el dia 3 de incubacion para parasitar el nido para evitar una alta
mortalidad de pichones del hospedador (Tuero y col. 2007). Esta es una situacion
relativamente comun en este hospedador ya que el 43 % de los nidos son parasitados luego
de finalizada la puesta (Fiorini y col. 2009).
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Figura 5.3: A) Nido experimental con 4 huevos de Ratona Comuhugvo de Tordo Renegrido, B) Nido
experimental en la etapa de pichones con 4 pichones de Ratona Comun (pichsrejuefios con las
comisuras de la boca blancas) y 1 pichén de Tordo Renegrido (pid&igrande con las comisuras de la

boca amarillas). Fotos: Diego T. Tuero.

El experimento de translocacion de huevos consistio en parasitar artificialmente
nidos de ratona con huevos de tordo frescos provenientes de nidos de calandria. Las
condiciones en estos nidos fueron las mismas que en los nidos de ratona parasitados con
huevos de tordo encontrados en otros nidos de ratona. Es decir, 4 huevos de ratona mas un
huevo parasito puesto el 3° dia de comenzada la incubacion. Solo se tuvieron en cuenta los
pichones machos para las comparaciones de las variables comportamentales. Debido a la
alta tasa de predacion y abandono de nidos de calandria (81%, Fiorini 2007) y la
relativamente baja frecuencia de parasitismo en ratona (50%, D. T. Tuero, datos no
publicados) no fue posible translocar huevos de tordo puestos en nidos de ratona a nidos de
calandria.

Los nidos de calandria y de ratona fueron filmados durante 2 hs cuando los pichones
tenian 4 dias de edad con una microcamara conectada a un dispositivo de almacenamiento
de datos (Portable Video Recorder, modelo JXD 990). Todas las filmaciones se realizaron
entre las 7 y las 10 de la mafiana. Antes de comenzada la filmacién se removio al pichdn de
tordo y se lo alimenté hasta saciarlo. Luego de 1 h se devolvié el pichén al nido y se
comenzo la filmacion. El alimento utilizado fue una mezcla de carne picada con huevo

(Lichteinstein y Dearborn 2004Con esta metodologia en este trabajo se controlo por los
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efectos sobre el comportamiento de pedido de alimento de la necesidad a corto plazo y de la

edad del pichon.

5.2.3 Medicion de las variables comportamentales

Las variables medidas fueron: 1) intensidad del comportamiento de pedido de alimento, 2)
latencia del comportamiento de pedido de alimento, 3) duracién del comportamiento de
pedido de alimento durante el evento de alimentacion. Para medir la intensidad de pedido
de alimento se asigno6 un rango de Oad&postura que adopto el pichdn (figura 5.4 y 5.5)
basados en la escala utilizada por Leonard y col. (2003). Para cada evento de alimentacién
se determiné la postura de mayor rango que adopto el pichén de tordo y luego se calculo el
promedio de los rangos de todas las visitas de alimentacién. La latencia se midié como el
tiempo transcurrido entre la llegada del adulto con alimento al nido y el comienzo del
despliegue del comportamiento de pedido de alimento por parte del pichén. Esta variable
puede tomar valores negativos si el pichdn empieza a solicitar alimento antes de que el
adulto llegue al nido. La duracién del comportamiento de pedido de alimento se midio
como el tiempo transcurrido desde el comienzo del despliegue de pedido de alimento hasta

su finalizacién (en algunos casos luego de que el evento de alimentacién habia concluido).

& & g

Figura 5.4: Rango asignado a cada postura adoptada por el pichon pargitanrdeda intensidad del

comportamiento de pedido de alimento durante un evento de alimentacida.tbigada de Kedar y col.
(2000).
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Foto 5.5: Nidada de Calandria Grande con dos pichones de calandria (interiorbdealamarilla)

desplegando un comportamiento de pedido de alimento con intensidaddh (gécta izquierda de la foto) y
3 (pichon de la derecha de la foto), y un pichén de tordo (interidia dmca roja) desplegando un
comportamiento de pedido de alimento con una intensidad de 2 (pichéntdeldzela foto). Foto: Vanina D.

Fiorini.

5.2.4 Medicion de frecuencia de alimentacién, alimento recibido y peso del pichén de
tordo
A partir de las filmaciones también se registr6 para cada evento de alimentacién la
identidad del pichon alimentado. Ademés se estimé el tamafio de la presa estimando su
volumen mediante la metodologia utilizada por Greenberg y Droege (1990). Para ello se
registr6 qué proporcién del pico del adulto abarcaba la presa. La minima proporcion
utilizada fue 0.20 y luego se usaron incrementos de 0.20. Esta proporcién fue multiplicada
por el volumen del pico del hospedador adulto.
Vresa= VpicoProporcion presa

El volumen de los picos de las calandrias y ratonas adultas fue medido en 30 pieles
de cada especie de la coleccion de aves del Museo Argentino Bernardino Rivadavia
mediante la siguiente formula (Greenberg y Droege 1990

Vpico= 1/3*T*L*A*D
donde L es la distancia entre el borde proximal de la comisura hasta la punta del

pico medida sobre el lado derecho, A es la distancia entre los bordes mas proximales de las
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comisuras y D es la distancia vertical entre la parte superior de la mandibula y la base de la
mandibula inferior medida en la base del pico.

Se registré el mismo dia de la filmacion la masa corporal y el largo del tarso de los
pichones de tordo en ambos hospedadores. Luego se estim6 la condicién del pichdén
mediante los residuos de la regresion entre la masa corporal y el largo del tarso (Schulte-
Hostedde y col. 2005).

5.2.5 Analisis estadisticos
Para analizar diferencias entre hospedadores y entre sexoslizaron pruebas no
paramétricas (Prueba de Mann-Whitney) debido al incumplimiento de los supuestos de
normalidad y/o homocedacia. Estos andlisis se realizaron con Statistica 6.0 (StatSoft Inc.
2001). Las variables proporcién de eventos de alimentacion en los que el pichén parasito
despleg6 primero el comportamiento de pedido de alimento y la proporcion de alimento
recibido por el pichon parasito se analizaron utilizando un Modelo Lineal Generalizado
(GLM) con una funcion de enlace logit. En estos modelos se utilizdé una distribucion de
frecuencia binomial de los errores. En ambos casos la variable predictora usada,
hospedador, fue introducida como factor fijjo en el modelo. La significancia fue testeada
usando el estadistico de Wald, el cual sigue una distribyéi6Rara determinar si la
proporcion de alimento recibido por los pichones de tordo difiere del azar dentro de cada
hospedador se realiz6 una Prueba Binomial, en la cual se tomo el valor esperado de 1/3 en
calandria y 1/5 en ratona. Las pruebas estadisticas fueron hechas utilizando el paquete
estadistico R, Version 2.11.1 (R Development Core Tem 2008).

Los valores se reportaron como promedio * error estandar y se us6 un P < 0.05 para

la significancia estadistica en todas las pruebas.

5.3 Resultados
5.3.1 Diferencias entre hospedadores en el comportamiento de pedido de alimento del
pichén parasito
Todas las variables del comportamiento de pedido de alimento medidas arrojaron
diferencias significativas entre hospedadores. La latencia de los pichones de tordo criados

en nidos de calandria fue significativamente menor que la de los pichones de tordo criados
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en nidos de ratona (Prueba de Mann-Whitney: Z = -3,46; P < 0,001; figura 5.6 A). Ademas,
los pichones criados en nidos de calandria pidieron alimento con mayor intensidad que los
pichones criados en nidos de ratona (Prueba de Mann-Whitney: Z = -4,63; P < 0,001, figura
5.6 B). Por dltimo, la duracion del comportamiento de pedido de alimento del pichon de
tordo en nidos de calandria fue significativamente mayor que en nidos de ratona (Prueba de
Mann-Whitney: Z = -3,54; P < 0,001; figura 5.6 C).
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Figura 5.6: Comportamiento de pedido de alimento de los pichones deRemdgrido criados en nidos de
calandria (N = 17 pichones) y de ratona (N = 13 pichones) medido comtatelcia promedio del
comportamiento de pedido de alimento durante un evento de alimentacibterBjdad pomedio del pedido
de alimento durante un evento de alimentacion y C) duracion promeldpedido de alimento durante un
evento de alimentacion.

Los pichones de tordo criados en nidos de ratona provenientes de huevos puestos en
calandria mostraron la misma latencia (Prueba de Mann-Whitney: Z = -0,74; P = 0,46;
figura 5.7 A), intensidad (Prueba de Mann-Whitney: Z = -0,98; P = 0,33; figura 5y7 B),
duracion (Prueba de Mann-Whitney: Z = -1,04; P = 0,29; figura 5.7 C) del comportamiento
de pedido de alimento que los pichones criados en nidos de ratona provenientes de huevos

puestos en nidos de ratona.
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Figura 5.7: Comportamiento de pedido de alimento de los pichones deRamdgrido criados en nidos de
ratona provenientes de huevos puestos en nidos de calandria (N = 5 pighdeesylos de ratona (N = 4
pichones) medido como: A) latencia promedio del comportamiento de pedaiondato durante un evento
de alimentacién, B) intensidad promedio del pedido de alimento duranteento ele alimentacién y C)

duracion promedio del pedido de alimento durante un evento de alimentacion.

La proporcion de eventos de alimentacion en los cuales los pichones de tordo fueron
los primeros en desplegar el comportamiento de pedido de alimento en nidos de calandria
fue de 0,71 + 0,04 (N = 17 pichones). En cambio, esta proporcién en nidos de ratona fue
significativamente menor (0,16 + 0,04; N = 13 pichones; Wald = 48,28, df = 28; P)< 0,01

5.3.2 Diferencias sexuales en el comportamiento de pedido de alimento
La latencia del comportamiento de pedido de alimento no difirié significativamente entre
sexos tanto en nidos de calandria (Prueba de Mann Whitney: Z = -0,91; P = 0,36; figura

5.8) como en nidos de ratona (Prueba de Mann Whitney: Z = -0,26; P = 0,79; figura 5.8).
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Figura 5.8: Latencia del comportamiento de pedido de alimento de pichones deREarbrido criados en
nidos de calandria y de ratona. Las barras negras corresponden a los mdab barras blancas a las

hembras. El nimero dentro de la barras corresponde al tamafio muestral.

La intensidad del comportamiento de pedido de alimento tampoco mostré
diferencias significativas entre sexos tanto en los pichones criados en nidos de calandria
(Prueba de Mann Whitney: Z = -1,28; P = 0,20; figura 5.9) como en los pichones criados
nidos de ratona (Prueba de Mann Whitney: Z = -0,32; P = 0,75; figura 5.9).
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Figura 5.9: Intensidad del comportamiento de pedido de alimento de @sctierTordo Renegrido criados en
nidos de calandria y de ratona. Las barras negras corresponden a los mdabl barras blancas a las

hembras. El nimero dentro de la barras corresponde al tamafio muestral.
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La duracién del comportamiento de pedido de alimento fue mayor en pichones
machos criados en nidos de calandria que en pichones hembras (Prueba de Mann Whitney:
Z =-2,19; P = 0,03; figura 5.10) pero no se observaron diferencias sexuales en la duracion
del comportamiento de pedido de alimento en pichones de tordo criados en nidos de ratona
(Prueba de Mann Whitney: Z = -1,04; P = 0,30; figura 5.10).
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Figura 5.10: Duracién del comportamiento de pedido de alimento de piadwiesdo Renegrido criados en
nidos de calandria y de ratona. Las barras negras corresponden a los mdak barras blancas a las
hembras. El nimero dentro de la barras corresponde al tamafio muestral.

5.3.3 Comportamiento de pedido de alimento y alimento recibido

Los pichones de tordo criados en nidos de calandria compartieron el nido con 2 pichones
del hospedador mientras que los criados en nidos de ratona lo compartieron con 4 pichones
del hospedador. Por lo tanto, en nidos de calandria la proporcion de alimento recibida por el
tordo que seria esperable por el azar es de 0,33 (1/3) mientras que en ratona de 0,2 (1/5). La
proporcion observada de alimento recibido por el pichdn de tordo en nidos de calandria fue
de 0,31 + 0,02 y no fue significativamente diferente de lo esperado por ef’azar3(30;

gl=17; P =0,71; figura 5.11 A). En cambio, la proporcion observada de alimento recibido
por el pichén de tordo en nidos de ratona fue de 0,51 + 0,04 y fue significativamente
diferente de lo esperado por azgr= 418,05; gl = 21; P < 0,001; figura 5.11 A). Ademas,

la proporcién de alimento recibido por los pichones de tordo en nidos de calandria fue

-89 -



significativamente menor que lo recibido en ratona (Wald = 50,89; df = 36; P;<ig.04

5.11 A). Sin embargo, la cantidad de alimento recibido por los pichones de tordo, medido

como volumen de alimento, fue mayor cuando fueron criados en nidos de calandria que

cuando lo fueron en nidos de ratona (Prueba de Mann-Whitney: Z = -4,46; P < 0,001, figura

5.11 B).
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Figura 5.11: A) Proporcion de alimento recibido por el pichén de tendaidos de calandria y de ratona. La
linea punteada indica la proporcion de alimento esperada por azar en nidos d&agalarlithea continua la
proporcién de alimento esperada por azar en nidos de ratona. B)eévotlevalimento ingerido por pichones
de tordo en nidos de calandria y en nidos de ratona. El nimero den&doarras corresponde al nimero de

nidos analizados en cada caso.

5.3.4 Comportamiento de pedido de alimento, crecimiento y condicion del pichon

Los pichones de tordo criados en nidos de calandria tuvieron el mismo peso que los
pichones criados en nidos de ratona al dia 4 de edad (dia de la filmacion, tabla 5.1).
También el peso alcanzado al dia 8 de edad por los pichones criados en ambos
hospedadores no resultd significativamente diferente (tabla 5.1). Ademas, la condicidon de
los pichones de tordo criados en nidos de calandria fue similar a la que tuvieron los
pichones criados en nidos de ratona tanto el dia 4 (estimador de la condicion a corto plazo)

como el dia 8 de edad (estimador de la condicion a largo plazo, tabla 5.1).
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Tabla 5.1: Medidas del estado nutricional de pichones de tordo criados erandalsa (calandria) y baja

(ratona) competencia por el alimento.

Calandria Ratona Estadistico P

Peso dia 4 19 +1 g (14) 19,8+0,6 g (13) Fi25=0,24 0,62
Peso dia 8 3204+2859g(6) 3656+1,119g(12) F17=2,71 0,12
Condicién dia4 0,50 + 0,49 (14) -0,79+0,64 (13) F15=2,61 0,11

Condicion dia8 1,04 + 1,63 (6) 0,09+0,88 (12) F.17=0,01 0,90

La tabla 5.2 muestra la condicién de pichones de tordo machos y hembras. No se
encontré una diferencia sexual tanto en la condicion a corto plazo (dia 4) como en la

condicion a largo plazo (dia 8).

Tabla 5.2: Medidas del estado nutricional de ambos sexos de pichones d& distilstas edades criados en

nidos calandria.

Machos Hembras Estadistico P

Condicion dia4 0,48 + 0,40 (11) 0,43+0,54 (11) F12,=0,006 0,94

Condicion dia8 0,13 * 1,48 (5) 0,60 +0,86 (14) F113=0,08 0,77

En la figura 5.12 se muestra la relacion de las 3 variables del comportamiento de
pedido de alimento medidas y la condicién al dia 4 de edad. No se encontré una relacién
entre la condicién y la latencia (Correlacion de Spearman: Z = 0,25; P =0,80; p= 0,05; N =
26 pichones; figura 5.12 A), la intensidad (Correlacion de Spearman: Z = 1,05; P = 0,29; p
= 0,21; N = 26 pichones; figura 5.12 B) ni la duracion del comportamiento de pedido de
alimento (Correlacion de Spearman: Z = 0,94; P = 0,35; p= 0,19; N = 26 pichones; figura
5.12 C).
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5.4 Discusion

5.4.1 Diferencias entre hospedadores y entre sexos en el comportamiento de pedido de
alimento del pichon parasito
Los resultados encontrados en este capitulo muestran que el comportamiento de pedido de
alimento difiere segun el hospedador en el que es criado el pichon parasito. Todas las
variables medidas de este comportamiento (latencia, intensidad y duracion) difirieron entre
hospedadores segun lo predicho. En la calandria, hospedador en el que la competencia por
alimento fue mayor, se observé una menor latencia y una mayor intensidad y duracion de
este comportamiento indicando que los pichones de tordo criados en nidos de calandria
fueron mas competitivos que los criados en nidos de ratona. Los experimentos de
translocacion mostraron que este comportamiento es plastico dependiendo de las
condiciones del crianza del pichén parasito. El sexo del pichdn no estuvo asociado con la
mayoria de las variables medidas (la Unica excepcion fue la duraciébn en nidos de
calandria). Estos resultados indican que en esta especie parasita no habria diferencias
sexuales en el comportamiento de pedido de alimento. Estos resultados no apoyan la
hipétesis planteada que el sexo mas grande, los machos, podrian desplegar un menor
comportamiento de pedido de alimento al estar en mejor condiciéon debido a su mayor
tamano en un hospedador con una mayor competencia por el alimento.

Las diferencias encontradas entre hospedadores aqui no son explicables por la
necesidad a corto plazo de los pichones ya que los pichones de tordo criados en ambos

hospedadores recibieron el mismo tratamiento de alimentacion-privacion y ademas tuvieron
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la misma condicion tanto a los 4 como a los 8 dias de edad. Ademas, no se encontré una
relacion entre la condicion del pichdn y las variables del comportamiento de pedido de
alimento medidas. Por lo tanto, una mayor intensidad del comportamiento de pedido de
alimento no refleja la necesidad de alimento por parte del pichdn. Los resultados de peso y
condicion indican que los pichones parasitos que desplegaron distintos niveles de este
comportamiento criados en dos hospedadores distintos tenian el mismo estado nutricional
al momento del experimento. Tampoco estas diferencias pueden ser atribuibles a
diferencias genéticas de este comportamiento asociadas al hospedador donde es puesto el
huevo. Los experimentos de translocacion muestran un fuerte componente ambiental en la
determinacion de este comportamiento. El patron del comportamiento de pedido de
alimento encontrado en este estudio es similar al encontrado en el Tordo Cabeza Marrén
(Rivers 2007). Este autor mostré que el comportamiento de pedido de alimento fue mas
intenso en hospedadores de mayor tamafio corporal. Al igual que este estudio, este
comportamiento puede variar entre individuos con el mismo estado nutricional en esta
especie parasita de cria generalista. También sus resultados mostraron que los niveles mas
altos del comportamiento de pedido de alimento estan asociados a un mayor nivel de
competencia por el acceso al alimento dentro del nido.

En este estudio se controlaron metodolégicamente las principales variables que
afectan el comportamiento de pedido de alimento: el estado nutricional del pichén vy el
sexo, y se manipulé experimentalmente el nivel de competencia y el ambiente social del
nido (hospedador). Estalos Ultimas variables podrian explicar el patron observado del
comportamiento de pedido de alimento en esta especie parasita debido a que los pichones
de tordo criados en nidos de calandria estdn sometidos a una competencia por el alimento
mas intensa. Price y col. (1996) mostraron que los pichones de Xanthocephalus
xanthocephalus desplegaron un comportamiento de pedido de alimento mas intenso cuando
compartieron el nido con hermanos de mayor tamafio corporal, o sea, en un ambiente mas
competitivo. Esto podria estar ocurriendo en los pichones de tordo criados en nidos de
calandria donde deberian desplegar un comportamiento de pedido de alimento mas intenso
en un ambiente mas competitivo para obtener la cantidad de alimento necesario para su
crecimiento. Esto también puede explicar por qué no se encontr6 una diferencia en el

estado nutricional de los pichones criados en nidos de distintos hospedadores. Ademas, los
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pichones parasitos podrian aprender qué intensidad de comportamiento es mas exitosa en la
obtencion de alimento. Este aprendizaje fue observado en dos estudios experimentales
realizados sobre Passer domesticus (Kedar y col. 30B@a pica (Rodriguez-Gironés y

col. 2002). Ambos estudios encontraron que la postura desplegada por los pichones durante
los eventos de alimentacion que recibieron alimento es adoptada en los siguientes eventos
de alimentacion. Estas diferencias comportamentales encontradas en los pichones de tordo
también pueden explicarse por el ambiente social donde es criado el pichon. El pichén de
tordo puede estar influenciado por el comportamiento de pedido de alimento desplegado
por sus comparieros de nido y si este comportamiento es mas intenso en el hospedador de

mayor tamafo corporal esta podria ser la causa de las diferencias encontradas.

5.4.2 Relacién del comportamiento de pedido de alimento y el alimento recibido
La cantidad de alimento recibida por los pichones de tordo criados en nidos de calandria
fue la esperada por azar mientras que en nidos de ratona fue mayor que la esperada por
azar. Estos resultados indican que el tordo no recibe un mayor beneficio alimenticio al
desplegar un comportamiento de pedido de alimento mas intenso ya que en nidos de ratona
recibe mas alimento a pesar de tener un comportamiento de pedido menos intenso. En
calandria, Fiorini y col. (2009) encontraron que la tasa de mortalidad del pichdn parasito
aumentd cuando aumentaba el nimero de pichones del hospedador. En los experimentos
realizados en este capitulo no se registrd la muerte de pichones parasitos. Esto indicaria que
la intensidad de la competencia por el alimento de esta situacion experimental no fue
extrema. Este patron de alimentacién tampoco es el esperado si los adultos alimentan al
primer pichon que despliega el comportamiento de pedido de alimento. Esto fue observado
en la golondrina Tachycineta bicolor (Whittingham y col. 2003). En este estudio los adultos
no solo alimentaban al pichén que primero solicitaba alimento sino que tambiéa al qu
estaba mas cerca de los adultos cuando estos arribaban al nido con alimento. En este
capitulo se mostré que los tordos son los primeros pichones en solicitar alimento en el 71%
de los eventos de alimentacion. Sin embargo, estos pichones recibieron el 33 % del
alimento llevado al nido.

Los resultados mostrados aqui también indican que los pichones de tordo

monopolizan el alimento transportado al nido en un hospedador de menor tamafo corporal
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gue el parasito. Los pichones de tordo recibieron el 50 % del alimento llevado al nido. Esto
indica que los tordos ganan la competencia a sus comparferos de nido por el acceso al
alimento. En este hospedador el pichon de tordo es un 60% mas grande que los pichones de
ratona al momento de la eclosion (Tuero 2004). Por lo tanto, estos pichones no necesitan
desplegar una intensidad del comportamiento de pedido de alimento muy alta para ganar la
competencia interespecifica por el alimento. Estos resultados también pueden ser
explicados si el estimulo (visual o auditivo) de este comportamiento produce un
superestimulo en el hospedador que lo conduce a alimentar al pichon parésito. El
comportamiento de pedido de alimento del parasito puede ser una sefial sensorial exagerada
gue estimula a los padres para recibir altos niveles de cuidado parental (Davies y Brooke
1988, soler y col. 1995). Grim y Honza (2001) realizaron un experimento en la especie
parasita Cuculus canorus criada en nidos de Acrocephalus scirpaceus para poner a prueba
esta hipotesis. Apoyando la hipétesis de superestimulo los autores encontraron que en nidos
con un pichon de cada especie del mismo tamarnio, la especie parasita recibid mas alimento
y de mejor calidad. En esta especie de tordo la mayor superficie de la boca, debido a su

mayor tamafio, podria estimular a sus padres adoptivos a otorgarle mas alimento.

5.5 Conclusiones
En este capitulo se analizaron algunos factores que afectan el comportamiento de pedido de
alimento en los pichones de Tordo Renegrido. Los resultados obtenidos muestran que los
pichones parasitos despliegan un comportamiento plastico dependiendo del hospedador en
el que son criados. Ninguno de los principales factores (estado nutricional, condicién, edad,
sexo o tamafo del pichon) que afectan este comportamiento influydo en esta especie.
Tampoco se encontraron evidencias genéticas de este comportamiento asociadas al
hospedador donde es puesto el huevo. La competencia por el alimento a la cual se enfrenta
el pichon de tordo, que difiere entre los hospedadores estudiados, o un aprendizaje de qué
comportamiento desplegar para obtener alimento podrian explicar estas diferencias

comportamentales.
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Capitulo 6

Plasticidad del comportamiento de picadura de huevos

6.1 Introduccion
Las especies parasitas de cria han desarrollado varias especializaciones asociadas a la vida
parasita (Kriiger 2007). Una de ellas es la destruccion de huevos del hospedador (Davies y
Brooke 1988, Sealy 1992, Peer 2006). Este comportamiento varia dependiendo de la
especie parasita. En el caso de los cuclillos (i.e. Cuculus canorus), las hembras usualmente
remueven e ingieren uno de los huevos del hospedador (Davies y Brooke 1988). En forma
semejante, en el Tordo Cabeza Marron, las hembras toman el huevo del hospedador con su
pico y lo sacan del nido (Hann 1941). A diferencia de las especies mencionadas, las
hembras de Tordo Renegrido pican y perforan uno o mas huevos del hospedador cuando
visitan su nido (Hudson 1874, Hoy y Ottow 1964, Post y Wiley 1977, Fraga 1978, Mermoz
y Reboreda 1999, Massoni y Reboreda 2002, Astié y Reboreda 2009, figura 6.1). Estos
huevos son posteriormente removidos por alguno de los miembros de la pareja hospedadora
como parte del comportamiento de limpieza del nido (Kemal y Rothstein 1988; Rosalyn

Gloag, comunicacion personal). En todos estos casos el nido termina con un menor nimero

de huevos y por lo tanto con menos pichones del hospedador (Reboreda y col. 2003, Astié y
Reboreda 2006, Tuero y col. 2007).

Figura 6.1: Huevos picados por hembras de Tordo Renegrido: A) Haesadandria, B) huevo de ratona y C)

huevo de tordo (el mas chico y de color rosado) y calandria. Fotos: Didgero.
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Se han propuesto distintas hipoétesis para explicar los beneficios del comportamiento
de destruccion de huevos del hospedador por parte de los tordos (Sealy 1992, Arcese y col.
1996, Massoni y Reboreda 1999, Peer 2006, Hoover y Robinson 2007). Las dos hipotesis
mas aceptadas son que la remocion o picadura de los huevos del hospedador mejora la
eficiencia de incubacién del huevo parasito (hipotesis del aumento de la eficiencia de
incubacion, Peer y Bollinger 1997, 2000) y/o que reduce la competencia por alimento entre
el pichon parasito y los pichones del hospedador (hipotesis de la reduccion de la
competencia, Carter 1986, Mason 1986, Sealy 1992, Astié y Reboreda 2009, Fiorini y col.
2009).

Fiorini y col. (2009) encontraron que este comportamiento es mas frecuente cuando
el tordo parasita nidos de calandria que cuando parasita nidos de ratona. Por otra parte,
mediante un experimento a campo, se determind que en nidos de calandria la supervivencia
del pichdn parasito aumentaba al disminuir el nimero de pichones del hospedador (Fiorini
y col. 2009), resultado que apoya la hipétesis de reduccion de la competencia. Este efecto
no se observo en los nidos de ratona (Fiorini y col. 2009). En este hospedador el pichon
parasito podria beneficiarse con la presencia de los pichones del hospedador ya que al haber
mas pichones en el nido la frecuencia de alimentacién por parte de los padres aumenta y el
pichon parasito podria monopolizar el acceso al alimento debido a su mayor tamafo
corporal. Este efecto beneficioso de la presencia de pichones del hospedador sobre la tasa
de crecimiento del pichon parésito fue observado en el Tordo de Cabeza Marrén
parasitando a Sayornis phoebe (Kilner y col. 2004). En apoyo a esta hipétesis, Fiorini y col.
(2009) encontraron que en nidos de ratona el peso del pichon paréasito al momento de dejar
el nido estuvo asociado positivamente con el numero de pichones del hospedador. Estos
resultados sugieren que los beneficios asociados a la destruccion de huevos por parte del
parasito pueden variar dependiendo del hospedador que parasita (i.e. resultaria beneficioso
eliminar huevos del hospedador cuando los pichones parasitos son peores competidores que
los pichones del hospedador pero no cuando son mejores).

Los trabajos que estudiaron el comportamiento de picaduras en el Tordo Renegrido
se han centrado en el costo que este comportamiento produce sobre el éxito reproductivo
del hospedador (Massoni y Reboreda 1998, Mermoz y Reboreda 1999, Reboreda y col.

2003, Astié y Reboreda 2006), el momento en que ocurren y sobre qué huevo estan
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focalizadas las picaduras (Mermoz y Reboreda 1999, Astié y Reboreda 2009) o los

beneficios de este comportamiento (Massoni y Reboreda 1999, Astié y Reboreda 2009,
Fiorini y col. 2009). Estos estudios indican que la mayoria de las picaduras ocurren

simultaneamente con el parasitismo y que en aquellos casos en que el nido ya esta
parasitado (i.e al momento del parasitismo hay huevos del hospedador y del parasito en el
nido) afectan preferencialmente a los huevos del hospedador.

Por otra parte, Llambias y col. (2006) analizaron este comportamiento en individuos
en condiciones de cautiverio. Este estudio mostré que tanto las hembras como los machos
de Tordo Renegrido pican preferencialmente a los huevos del hospedador y no a los del
parasito. Sin embargo, en este trabajo sélo se evaluaron las preferencias en una eleccién
entre huevos de un hospedador de mayor tamafio corporal que el parasito y huevos del
parasito. Ademas, los experimentos fueron realizados con huevos artificiales (i.e. de yeso) y
no naturales por lo que ciertos aspectos de este comportamiento no pudieron ser analizados
(e.g. si siempre las picaduras resultan en la rotura de huevos, cuantas picaduras son
necesarias para romper un huevo, si las picaduras contindan luego de la ruptura de los
huevos). Por otra parte, no se ha estudiado experimentalmente qué ocurre cuando las
hembras de tordo enfrentan una eleccion entre un huevo de un hospedador de menor
tamafio corporal que el parasito y un huevo parasito. Si las hembras de tordo destruyen
huevos del hospedador para eliminar competidores por el alimento (hip6tesis de la
reduccion de la competencia) seria esperable que las hembras al momento de parasitar
dirjan sus picaduras hacia los huevos mas grandes, en este caso los huevos parasitos,
eliminando asi al competidor mas fuerte que podrian enfrentar sus pichones. Tampoco se ha
evaluado la flexibilidad de este comportamiento cuando las hembras parasitas utilizan
distintos hospedadores. No se ha estudiado tanto en condiciones naturales asi como
tampoco en condiciones de cautiverio si una misma hembra despliega el mismo
comportamiento de picaduras de huevos dependiendo del hospedador que parasita.

Otro factor que debe tenerse en cuenta es la dureza de las cascaras de los huevos de
tordo. Esta especie posee una cascara mas gruesa de lo esperado por el tamafio de su huevo
(Hudson 1874, Spaw y Rohwer 1987, Mermoz y Ornelas 2004). Se ha propuesto que esta
caracteristica es una adaptacion del parasito para evitar el rechazo de los huevos por parte

de aquellos hospedadores que deben picar el huevo y perforarlo para poder sacarlo del nido
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(Spaw y Rohwer 1987, Picman 1989). Esta hipétesis plantea que el espesor de la cascara de
los huevos parasitos evolucioné debido a una carrera armamentista interespecifica (i.e.
hospedador-parasito). Hudson (1874) fue el primero en notar el mayor espesor de la cascara
de los huevos del Tordo Renegrido y plante6 que esto podria ser el resultado de
competencia intraespecifica (i.e. el mayor espesor de la cascara de los huevos de Tordo
Renegrido seria una adaptacion para disminuir la probabilidad de ser perforado por otra
hembra parasita). Esto fue posteriormente planteado por Brooker y Brooker (1991) y
Mermoz y Reboreda (1999) quienes también sostuvieron que la cascara mas gruesa de los
huevos de Tordo Renegrido podria haber evolucionado para evitar picaduras de otras
hembras de tordo en aquellos nidos con parasitismo multiple.

Con independencia de la presidén selectiva que originé el mayor espesor de la
cascara de los huevos de tordo, estos huevos podrian resistir mejor los impactos de las
picaduras sin romperse. Por lo tanto, la observacién de que en nidos con parasitismo
multiple las picaduras afectan preferencialmente a los huevos del hospedador (Mermoz y
Reboreda 1999, Astié y Reboreda 2009) podria ser simplemente el resultado del mayor
espesor de la céscara del huevo parasito. Alternativamente, estas diferencias podrian
reflejar una preferencia de las tordas por picar huevos del hospedador en lugar de los
huevos del parasito, o simplemente una preferencia de las hembras por picar los huevos de
mayor tamafo que encuentren en el nido (los hospedadores analizados por Mermoz y
Reboreda 1999 y Astié y Reboreda 2009 eran ambos de mayor tamafio corporal que el
pardsito).

El objetivo de este capitulo es estudiar si el comportamiento de picadura de huevos
en las hembras de Tordo Renegrido varia segun el tamafio corporal del hospedador que
parasitan. Si los pichones de tordo se enfrentan a una mayor competencia interespecifica
cuando el hospedador es de mayor tamafio corporal que el parasito pero no cuando es de
menor tamafo, seria esperable que las tordas destruyan los huevos del hospedador solo
cuando este es de mayor tamafio corporal. Para poner a prueba esta prediccion se estudiara
el comportamiento de picadura de huevos de las hembras de tordo en experimentos de
eleccion tanto en condiciones naturales como en condiciones de cautiverio. Los
experimentos en condiciones naturales consistieron en ensayos de eleccion entre un huevo

del hospedador y un huevo parasito. Este experimento se realiz6 para evaluar
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experimentalmente si los huevos del hospedador son perforados con mayor frecuencia que
los huevos parasitos como lo reportado anteriormente en varios estudios observacionales
(Pseudoleistes virescens, Mermoz y Reboreda 1999 y Turdus amaurochalinus, Astié y
Reboreda 2009). Debido a la baja frecuencia e intensidad de parasitismo en ratona este
experimento solo se hizo en nidos de calandria. Por lo tanto, el experimento en cautiverio
tuvo como finalidad realizar experimentos de eleccion entre huevos de calandria-tordo y
ratona-tordo para evaluar la preferencia de las hembras de tordo al momento de picar un
huevo, y ademéas evaluar si una misma hembra presenta plasticidad en este
comportamiento. En tratamientos secuenciales cada hembra experimentara ensayos de
eleccion entre un huevo de un hospedador de mayor tamafio corporal que el parasito
(calandria) y un huevo de tordo, y entre un huevo de un hospedador de menor tamafio
corporal que el parasito (ratona) y un huevo de tordo. La preferencia sera estudiada
mediante comparaciones intra tratamiento y la plasticidad mediante comparaciones entre
tratamientos. El objetivo secundario de este capitulo es realizar ademas un andlisis
detallado del comportamiento de picadura de huevos en las hembras de Tordo Renegrido
(i.e., si las picaduras resultan siempre en la rotura de huevos, cuéntas picaduras son
necesarias para romper un huevo, si las picaduras contindan luego de la ruptura de los

huevos, etc.).

6.2 Metodologa

6.2.1 Experimentos de picaduras en nidos naturales de calandria

Se evalu6 experimentalmente si las picaduras de las hembras de Tordo Renegrido afectan
preferencialmente a los huevos del hospedador. Los experimentos se realizaron en nidos
naturales de calandria durante las temporadas reproductivas 2008 (n = 32 experimentos) y
2009 (n = 10 experimentos). El experimento consistio en dejar 1 huevo del hospedador y 1

huevo pardsito durante el primer dia de la puesta (figura 6.2). Si en el primer dia de puesta
no se produjo un evento de parasitismo natural se agregé un huevo de tordo proveniente de
otro nido de calandria. En el caso en que el nido hubiese sido parasitado naturalmente se
dej6 ese huevo parasito en el nido. Si el huevo del hospedador habia sido picado durante
esa mafana se lo cambid por otro fresco y sin picaduras. Al dia siguiente se registro la

presencia de picaduras y la identidad del huevo picado. En este experimento se consideré
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gue un huevo habia sido picado si presentaba una o mas perforaciones de su cascara como
las que se pueden observar en la figura 6.1. Solo se tuvieron en cuenta aquellos nidos que
presentaban picaduras y ademas tenian solo un huevo de tordo puesto naturalmente el
segundo dia del experimento. Por lo tanto, fueron descartados aquellos nidos que en el
segundo dia del experimento no fueron visitados por hembras de tordo (nidos sin picaduras
o0 huevos de tordo puestos el segundo dia del experimento) o presentaron parasitismo
multiple indicando que el nido fue visitado por mas de una hembra de tordo. De los 32
experimentos realizados en la temporada 2008 en sélo 7 casos los nidos fueron visitados
por una hembra y hubo perforacion de hueyode los 10 experimentos en la temporada

2009 en sélo 3 casos los nidos fueron visitados por una hembra y hubo perforacion de

huevos.

Figura 6.2: Nido experimental de calandria con un huevo de tordo (mas/ateomolor blanco) mas un

huevo de calandria (huevo de color verde). Foto: Diego T. Tuero.

6.2.2 Experimentos de picaduras en condiciones de cautiverio

Los experimentos realizados en cautiverio se hicieron en un espacio especialmente
acondicionado en el sitio de estudio (Reserva El Destino). Entre mediados de octubre y
mediados de diciembre de 2010 se capturaron 10 hembras de tordo mediante trampas de
tipo walk-in. Las hembras fueron capturadas en el area en que regularmente nidifican
calandrias y ratonas (y se monitorean sus nidos). Luego de la captura las hembras fueron
transportadas a un cuarto de 4x3x3 m (largo x ancho x alto) con luz natural en el que fueron
puestas en jaulas individuales de 120x40x40 cm (largo x ancho x alto, figura 6.3). Las

hembras fueron mantenidas en cautiverio por 3-5 dias. Durante este periodo tuvieron
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comida (alimento balanceado para pollitos y una mezcla de mijo y alpiste) y agua ad-

libitum.

Figura 6.3: Jaulas donde se realizaron los experimentos en cautivericistaned de filmacién y nido
experimental. Foto: Diego T. Tuero.

Se realiz6 un experimento de eleccidn con dos tratamientos: uno en el que se colocé
un nido artificial con un huevo de calandria y uno de tordo (figura 6.4 A), y otro en el que
se coloco el nido artificial con un huevo de ratona y uno de tordo (figura 6.4 B). De esta
forma, cada hembra recibi6 2 tratamientos que solo diferian en el huevo del hospedador que
acompafaba al huevo de tordo. Cada ensayo dur6 media hora y los ensayos estuvieron
separados entre si por un intervalo interensayo de una hora. La presentacién de cada ensayo
fue contrabalanceada (i.e la mitad de los sujetos experimentd primero la presentacion del
nido con los huevos de calandria y tordo y la otra mitad la presentacién del nido con los
huevos de ratona y tordo). En las jaulas se colocd una microcamara (figura 6.5) conectada a
un dispositivo de almacenamiento de datos digitales (Portable Video Recorder, modelo
JXD 990) o una filmadora digital SONY Handycam HDD (DCR-SR82). Los videos fueron
posteriormente analizados en el laboratorio determindndose las siguientes variables: 1)
tiempo transcurrido hasta la primera picadura (latencia), 2) identidad del primer huevo
picado, 3) identidad del huevo roto, 4) numero de picaduras dirigidas al huevo del
hospedador, 5) numero de picaduras hasta la perforacion del huevo del hospedador, 6)
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namero de picaduras dirigidas al huevo parasito, 7) nimero de picaduras hasta la

perforacion del huevo parasito, 8) tiempo transcurrido hasta la ruptura del primer huevo y

hasta la ultima picadura.

P

Figura 6.4: A) Nido artificial con 1 huevo de calandria (el mas grande y deveotte) y 1 de tordo utilizado
para los experimentos de eleccidn en cautiverio. B) Nido artificial con 1 ldigenadona (el més chico) y 1 de

tordo utilizado para los experimentos de eleccidn en cautiverio. Fotos: Didgerd.

Figura 6.5: Nido artificial con 1 huevo de tordo (el mas grande) y 1 dearatiizado para los experimentos

en cautiverio. Ver la microcamara en la parte superior derecha de la figura. iEgtnTDTuero.
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Los huevos utilizados en estos experimentos fueron donados gentilmente por
Vanina D. Fiorini y Ros Gloag.
6.2.3 Analisis estadistico
Para analizar si las picaduras afectan preferencialmente a los huevos del hospedador
(experimentos de picaduras en nidos naturales de calandria) se utilizd la prueba de
Wilcoxon (Siegel y Castellan 1989). Esta prueba también fue utilizada para analizar los
resultados de los experimentos de picaduras en cautiverio de las variables: latencia de la
primera picadura, tiempo hasta romper el primer huevo, nimero de picaduras, numero de
picaduras hasta romper el huevo, identidad del huevo perforado, identidad del primer huevo
picado y frecuencia de picaduras. Para los andlisis en los que se compard el nimero de
huevos perforados y la identidad del primer huevo picado entre los tratamientos (calandria-
tordo vs. ratona-tordo) se utilizé una prueba de Chi-cuadrado de McNemar. Esta prueba es
utilizada para comparar proporciones de muestras dependientes (Agresti 1996). Ademas se
utilizd la correccion de Yates para tamafios muestrales chicos (Siegel y Castellan 1989,
Agresti 1996). Esta correccion hace mas conservativo el analisis. Para la comparacion de la
distribuciéon de frecuencia de picaduras a lo largo del ensayo entre los experimentos de
eleccion calandria-tordo y ratona-tordo se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
dos muestras (Siegel y Castellan 1989). Estos analisis fueron realizados con Statview 5.0
(SAS Institute Inc. 1998y Statistica 6.0 (StatSoft Inc. 2001).

Los valores se reportaron como promedio * error estandar y se us6 un P < 0.05 para

la significancia estadistica en todas las pruebas.

6.3 Resultados
6.3.1 Picaduras en nidos naturales
En 10/10 nidos experimentales de calandria con un huevo de calandria y uno de tordo se
observo la perforacion de huevos asociada a un evento de parasitismo en el segundo dia de
puesta. La cantidad de huevos perforados de calandria (10/10) fue mayor que la cantidad de
huevos perforados de tordo (0/10; Prueba de Wilcoxon: Z = -3,16; P < 0,01).

6.3.2 Picaduras en nidos artificialesevaluacion de preferencias
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El nUmeo de picaduras que recibio el huevo de calandria fue mayor que las que recibio el
huevo de tordo (Prueba de Wilcoxon: Z = -2,20; P = 0,02; figura 6.6). Por el contrario, el
ndamero de picaduras que recibieron los huevos ratona fue similar a los recibidos por los
huevos de tordo (Prueba de Wilcoxon: Z = -0,21; P = 0,83; figura 6.6).

14 - E Hospedador C— Parasito

12 -

10 -

N© picaduras

Calandria-Tordo Ratona-Tordo

Figura 6.6 Numero de picaduras que recibieron los huevos del hospedador y del pardsg@xperimentos
de eleccion entre huevos de calandria y tordo y los de ratona yltasdibarras negras corresponden al huevo
del hospedador mientras que las blancas al huevo pafakitmafio muestral fue de 8 ensayos en cada

tratamiento.

En los experimentos de eleccidén entre huevos de calandria y tordo, la proporcion de
ensayos en los que fue perforado el huevo de calandria fue mayor que la proporcion de
ensayos en los que fue perforado el huevo de tordo (7/8 vs 0/8, Prueba de Wilcoxon: Z = -
2,65; P < 0,01). En los experimentos de eleccion entre huevos de ratona y tordo no se
detectaron diferencias entre la proporcion de ensayos en los que fue perforado el huevo de
ratona y la proporcién de ensayos en los que fue perforado el huevo de de tordo (3/8 vs.
1/8, Prueba de Wilcoxon: Z = -1,14; P = 0,15).

En el experimento de eleccion entre huevos de calandria y tordo las hembras de
tordo dirigieron la primera picadura mas frecuentemente hacia los huevos de calandria que
hacia los de tordo (7/8 vs 1/8, Prueba de Wilcoxon: Z = -2,12; P = 0,03). En cambio, en el

experimento de eleccidon entre huevos de ratona y tordo no se observo una preferencia en la
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direccion de la primera picadura (ratona 4/8, tordo 4/8, Prueba de Wilcoxon: Z = -0,0001; P

= 0,99).

6.3.3 Picaduras en nidos artificialesevaluacién de plasticidad
La latencia (tiempo transcurrido desde el inicio del ensayo hasta la primera picadura)
presentd una amplia variacion entre hembras, siendo la latencia mas corta de 26 seg y la
mas larga de 19 min. La latencia fue similar en el experimento de eleccién entre huevos de
calandria y tordo que en el de eleccién entre huevos de ratona y tordo (Prueba de Wilcoxon:
Z =-1,18; P = 0,24, figura 6.7 A). Sin embargo, el tiempo transcurrido hasta la perforacion
del primer huevo fue menor en el experimento de eleccion entre huevos de calandria y
tordo que en el de eleccion entre huevos de ratona y tordo (Prueba de Wilcoxon: Z = -2,20;
P =0,02; figura 6.7 B).
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Figura 6.7 A) Latencia (tiempo desde el inicio del ensayo hasta la primer picadura) en éosnexpos de
eleccién entre huevos de calandria y tordo y de ratona y tordo)eBpd transcurrido desde el inicio del
ensayo hasta la perforacion del primer huevo en los experimdatekeccion entre huevos de calandria y

tordo y ratona y tordo. El nimero dentro de la barras corresponde abtama#tral.

El nimero de picaduras totales registradas en el experimento de eleccion entre
huevos de calandria y tordo fue similar (13 + 3 picaduras por huevo) al observado en el
experimento de eleccién entre huevos de ratona y tordo (14 * 3 picaduras por huevo;
Prueba de Wilcoxon: Z = -0,74; P = 0,46). Tampoco fue diferente la cantidad total de
huevos perforados entre los tratamientos calandria-tordo (7/8) y ratona-tordo (4/8, Prueba
de McNemary? = 1,16; P = 0,28). Ademas, las hembras de tordo dirigieron su primera
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picadura hacia el huevo del hospedador con la misma frecuencia en ambos tratamientos
(7/8 en calandria-tordo y 4/8 en ratona-tordo; Prueba de McNghwat,16; P = 0,28). En
promedio, la cantidad de picaduras necesarias para romper huevos de calandria fue similar
a la cantidad de picaduras necesarias para romper huevos de ratona (Prueba de Wilcoxon: Z
=-0,001; P = 0,99; figura 6.8). En el Unico caso donde se observé un huevo de tordo roto
por picaduras, la cantidad de picaduras que recibié el huevo hasta romperse fue de 7

picaduras.

N° de picaduras hasta romper el huevo

Calandria Ratona

Figura 6.8 Cantidad de picaduras totales hasta provocar la ruptura en huevos de C&amdda y de

Ratona Comun. El nimero dentro de las barras corresponde al tamafio muestral.

La distribucién de las picaduras en el tiempo (picaduras por minuto) fue diferente
dependiendo del tratamiento (Prueba de KolmogSmirnov para dos muestras: x> =
8,06; P = 0,03; figura 6.9 A y B). En el tratamiento caletirdo el 82% de las picaduras
ocurrieron en los 10 primeros minutos, el 11% entre los 10-20 minutos y el 7% entre los
20-30 minutos (figura 6.9 A). En cambio, en el tratamiento ratona-tordo el 57% de las
picaduras ocurrieron en los primeros 10 minutos, el 35% entre los 10-20 minutos y el 8%
entre los 20-30 minutos (figura 6.9 B). Por otro lado, el 55% de las picaduras totales
ocurrieron antes de la ruptura del huevo tanto en el tratamiento calandria-tordo (figura 6.9
A) como en el tratamiento ratona-tordo (figura 6.9 B). Tampoco se observaron diferencias
en la frecuencia de picaduras (picaduras X)seg el periodo transcurrido entre la primera
y la dltima picadura entre ambos tratamientos (Prueba de Wilcoxon: Z = -0,94; P = 0,34;
figura 6.10).
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Figura 6.9 Distribucidon de frecuencias del nimero de picaduras por unidad de tmmspovadas en los
tratamientos calandria-tordo (A) y ratona-tordo (B). La linea punteadesponde al tiempo promedio hasta

la ruptura del primer huevo.
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Figura 6.10 Frecuencia de picaduras (picaduras x'yempservadas en los experimento de eleccién entre
huevos de calandria y tordo y entre huevos de ratona y tordo. SGkosen cuenta el periodo transcurrido

entre la primera y la Gltima picaduia.tamafio muestral fue de 8 ensayos en cada tratamiento.

El nimero de picaduras realizadas antes y después de la perforaciéon del primer
huevo fue similar tanto en el experimento de eleccion calandria-tordo (Prueba de Wilcoxon:
Z = -0,17; P = 0,86; figura 6.11 A) como en el experimento de eleccion ratona-tordo

(Prueba de Wilcoxon: Z = -0,38; P = 0,70; figura 6.11 A). Sin embargo, la frecuencia de
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picaduras antes y después de la perforacion del huevo difiri6 segun el tratamiento. En el
tratamiento calandria-tordo la frecuencia de picaduras fue significativamente mayor antes
de la ruptura del primer huevo que después (Prueba de Wilcoxon: Z = -2,20; P = 0,03;
figura 6.9 A y 6.11 B) mientras que en el tratamiento ratona-tordo no se observaron
diferencias en la frecuencia de picaduras antes y después de la perforacion del primer huevo

(Prueba de Wilcoxon: Z =-0,53; P =0,59; figura 6.9 By 6.11 B
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Figura 6.11 A) Namero de picaduras totales recibidas por los huevos en los tratasmtatdndria-tordo y
ratona-tordo. B) Frecuencia de picaduras recibidas por los huevososigdédhdor o parasito en los
tratamientos calandria-tordo y ratona-tordo. Las barras negras codespolas picaduras ocurridas antes de
la perforaciéon de alguno de los huevos mientras que las barras bldasgscaduras ocurridas después de
ésta. El tamafio muestral fue de 7 y 3 ensayos donde hubo ruptuevds én los tratamientos de calandria-

tordo y ratona-tordo respectivamente.

Las picaduras de huevos no siempre estuvieron asociadas a perforaciones. En todos
los ensayos (16/16 considerando ambos tratamientos) se observaron picaduras pero sélo en
10/16 se regqistro la perforacién de huevos. La cantidad de picaduras en los ensayos donde
no se perforaron huevos fue significativamente menor que en los ensayos donde se perford

algun huevo (Prueba de Wilcoxon: Z = -1,99; P = 0,04, figura 6.12).
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Figura 6.12 Cantidad de picaduras totales en huevos donde no se registré rupturasey@n donde si se

registré rupturas. El numero dentro de las barras corresponde al tanegitamu

6.4 Discusion
Los resultados obtenidos en los nidos naturales muestran que las hembras de tordo perforan
preferencialmente los huevos de calandria en una situacion de eleccion entre huevos de
calandria y de tordo. Estos resultados son consistentes con resultados correlacionales
previos de Mermoz y Reboreda (1999) en Pseudoleistes viregchstsé y Reboreda
(2006) en Turdus amaurochalinus. Los resultados reportados de una mayor proporcion de
huevos del hospedador perforados pudo deberse tanto a una preferencia de la torda por
picar huevos del hospedador como a la mayor resistencia de los huevos parasitos (cascara
mé&s gruesa). Para poder discriminar entre estas dos hipétesis (y ademas para evaluar la
plasticidad de este comportamiento segun el tamafio del huevo del hospedador) se decidié
realizar un experimento en condiciones de cautiverio registrando otras variables mas
informativas, como la frecuencia de picaduras sobre cada huevo (hospedador y parasito) y
la identidad del primer huevo picado.

Los resultados obtenidos en los experimentos con hembras en cautiverio en el
tratamiento calandria-tordo indican que los resultados observados en nidos naturales se
deberian a una preferencia de las hembras de tordo por picar huevos del hospedador, ya que
en cautiverio las hembras de tordo mostraron una preferencia por picar huevos de calandria

(dirigieron su primer picadura y picaron con mayor frecuencia el huevo de calandria).
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Los experimentos en cautiverio también mostraron que las hembras de tordo
modifican su comportamiento de picadura de huevos dependiendo del tamafio del huevo del
hospedador que encuentran en el nido. La distribucion de frecuencias de las picaduras
difiri6 entre tratamientos. En el tratamiento calandria-tordo la mayoria (82%) de las
picaduras estuvieron concentradas en los 10 primeros minutos. En cambio, en el
tratamiento ratona-tordo las picaduras estuvieron mas dispersas en el tiempo (57% en los
primeros 10 minutos). Adema4s, las hembras tardaron menos tiempo en romper los huevos
presentes en el nido en el tratamiento calandria-tordo que en el ratona-tordo. Por otro lado,
en los experimentos de eleccion entre huevos de ratona y tordo ambos huevos recibieron la
misma cantidad de picaduras, la cantidad de huevos rotos fue similar y el primer huevo que
picaron fue aleatorio. A diferencia de esto, en el experimento de calandria-tordo el huevo
de calandria fue picado primero, recibi6 mayor nimero de picaduras y tuvo una mayor
probabilidad de ser perforado.

Estos resultados indican que el comportamiento de picadura de huevos es flexible y
gue las hembras ajustan la frecuencia (y eventualmente intensidad) de las picaduras
dependiendo de las condiciones que encuentran en el nido. Las tordas picaron y perforaron
preferencialmente huevos del hospedador cuando tuvieron una eleccidon entre huevos de
calandria y tordo pero no discriminaron cuando la eleccién fue entre huevos de ratona y
tordo.

La destruccién de huevos del hospedador en nidos de calandria es ventajosa ya que
reduce el numero de pichones del hospedador y por lo tanto la competencia por el alimento,
lo cual aumenta la supervivencia del pichén de tordo (Fiorini y col. 2009). En cambio, en
los nidos de ratona los pichones de tordo no se enfrentan con este problema ya que su
supervivencia no se ve afectada por el numero de pichones del hospedador (Forini y col.
2009). En este caso no seria ventajoso para las hembras picar huevos del hospedador
porque esto podria aumentar la probabilidad de abandono del nido (Tuero y col. 2007).
Ademas, un mayor numero de pichones de ratona es beneficioso para los pichones de tordo
debido a que en estas condiciones alcanzan una mayor masa corporal (Fiorini y col. 2009).

Coincidentemente con los beneficios diferenciales de destruir o no huevos del
hospedador en hospedadores de mayor o menor tamafio corporal que el parasito, Fiorini y

col. (2009) observaron que el numero de huevos del hospedador perforados por evento de
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parasitismo fue mayor en nidos de calandria que de ratona. Este resultado result@llamativ
ya que por su menor tamafio los huevos de ratona tienen una cascara mas delgada y son por
lo tanto més féciles de perforar. Una posible explicacion para este resultado es que las
hembras de tordo no pueden moverse libremente dentro del nido de ratona (nido construido
en una cavidad) y por lo tanto no pueden picar con facilidad los huevos del hospedador.
Los resultados de este experimento indican que, independientemente de las dificultades que
pueda tener una torda para picar huevos en nidos de ratona, su comportamiento es diferente
del que presenta cuando visita nidos de calandria.

La diferencia en la cantidad de huevos de calandria y de ratona rotos en los
tratamientos calandria-tordo y ratona-tordo, respectivamente, no seria explicable por la
cantidad de picaduras recibidas (el nUmero de picaduras recibidas hasta la ruptura fue
similar). Por lo tanto, es probable que la intensidad (aceleracion) con que la torda pica sea
mayor cuando pica huevos de calandria que de ratona. En tal sentido, podria ser que el
mayor volumen de los huevos de calandria sea un estimulo que induzca a la torda a picar
con mayor intensidad.

Por otro lado, la explicacion de por qué los huevos de tordo tienen una menor
probabilidad de ser perforados puede encontrarse en la dureza de su cascara. Esta especie
posee una cascara mas gruesa de lo esperado por su tamafio (Spaw y Rohwer 1987,
Mermoz y Ornelas 2004). Por lo tanto, estas cascaras podrian resistir el impacto de una
picadura y no romperse con tanta facilidad. Se ha propuesto que esta caracteristica es una
adaptacion del parasito para evitar el rechazo de los huevos por parte de aquellos
hospedadores que deben picar el huevo y perforarlo para poder sacarlo del nido (Spaw y
Rohwer 1987, Picman 1989). También esta cascara mas gruesa podria haber evolucionado
para evitar picaduras de otras hembras de tordo en aquellos nidos con parasitismo multiple
(Brooker y Brooker 1991, Mermoz y Reboreda 1999). Para entender cudl es el rol del
espesor de la cascara del huevo en esta especie son necesarios experimentos que estimen
con qué fuerza las hembras de tordo pican los huevos y la resistencia de la cascara de los

huevos parasitos.

6.5 Conclusion

-117 -



En este capitulo se analizé la preferencia y la plasticidad del comportamiento de picadura
de huevos de las hembras de Tordo Renegrido. Los resultados de los experimentos con
hembras en cautiverio son consistentes con la hipotesis que las hembras ajustan la
frecuencia e intensidad de picaduras dependiendo del tamafio de los huevos del hospedador
gue parasitan. Esta plasticidad en el comportamiento de picadura de ésiadagptativa

ya que cuando las tordas parasitan a hospedadores de mayor tamafio corporal muestran una
preferencia por picar los huevos del hospedador resultando en la eliminacion de los
competidores mas fuertes (pichones de calandria). A su vez, cuando las tordas parasitan a
hospedadores de menor tamafio corporal no muestran preferencias en la picadura de huevos
resultando en la no eliminacion de pichones del hospedador. Estos pichones estimulan el
aprovisionamiento de alimento por parte de los padres y este alimento resulta
monopolizado por el pichdn parésito que de esta forma crece mas rapidamente.
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Capitulo 7

Conclusiones generales

La hipétesis general planteada en esta tesis fue que el Tordo Renegrido ajusta su
comportamiento parasitario dependiendo del hospedador que utiliza. Los resultados
encontrados apoyaron la hipdtesis planteada ya que se encontraron diferencias entre
hospedadores en el tamafio de huevos puestos por los tordos y sus comportamientos de
pedido de alimento y picadura de huevos. El ajuste del comportamiento parasitario a las
caracteristicas del hospedador podria explicarse de dos formas: 1) existen razas
hospedador-especificas de hembras de tordo adaptadas a las caracteristicas del hospedador
gue utilizan, 2) las hembras de tordo presentan flexibilidad comportamental dependiendo
del hospedador que utilizan.

Mahler y col. (2007) encontraron diferencias genéticas (distinta distribucion de
frecuencias de haplotipos mitocondriales) entre las hembras de tordo que parasitan
calandrias y ratonas. Este resultado es una evidencia indirecta de que las hembras serian
hospedador-especificas a nivel individual. Esta especificidad seria el resultado de que las
hembras aprenderian qué hospedador utilizar como adultas a través de un proceso de
“imprinting” con la especie que las cria, resultando en matrilineas hospedador-especificas
(Payne y col. 2000). Sin embargo, el Tordo Renegrido expandioé su area de distribucién a
través del Caribe y Estados Unidos de Norteamérica parasitando especies con las cuales
nunca habia estado en contacto (Ortega 1998). Esto indica que, de existir un mecanismo de
aprendizaje del hospedador, este no seria perfecto y una hembra en ciertas ocasiones podria
cometer errores y utilizar hospedadores distintos al que la cri6. Estos errores de
reconocimiento de hospedadores han sido documentados recientemente en el Tordo Pico
Corto, un parasito de cria altamente especializado en el uso de hospedadores (Di Giacomo
y col. 2010). Ademas, en nuestra zona de estudio se observo que las hembras de Tordo
Renegrido pasan la noche juntas en dormideros comunales del cual parten antes del
amanecer para parasitar a sus hospedadores (Romina Scarmadaglia, comunicacion
personal). También, se observo que en un alto porcentaje de los eventos de parasitismo en

nidos de calandria (>20%) varias hembras de tordo (hasta 4) arriban simultaneamente al
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nido (Ros Gloag, comunicacion personal). Estas observaciones sugieren que las hembras de
tordo podrian seguir a otras hembras a partir del dormidero comunal para encontrar un nido
para parasitar. La existencia de aprendizaje social en la blusqueda de hospedadores junto
con errores de reconocimiento de los mismos implicaria una cierta labilidad de las
matrilineas originadas por “imprinting”.

El tamafio de los huevos de Tordo Renegrido fue mayor en nidos de Calandria
Grande que en nidos de Ratona Comun. Teniendo en cuenta que el tamafio del huevo es
una caracteristica individual (una hembra siempre pone huevos del mismo tamafo,
Christians 2002), la diferencia en el tamafio de los huevos de tordo entre nidos de calandria
y ratona apoyaria la hipétesis de razas hospedador-especificas que habrian experimentado
distintas presiones de seleccion que resultaron en distintos tamafos de huevos. En los nidos
de ratona, donde la competencia por el alimento no es intensa, las hembras de tordo
pondrian huevos mas chicos disminuyendo su inversion sin afectar la probabilidad de éxito
de los pichones. En cambio, en los nidos de calandria donde la competencia por el alimento
es mucho mas intensa que en nidos de ratona, las hembras de tordo pondrian huevos mas
grandes, lo que resultaria en pichones mas grandes al momento de la eclosion y durante los
primeros dias de vida y en un aumento de la probabilidad de supervivencia de esos
pichones.

Las hembras de tordo no realizaron una inversién materna diferencial de recursos,
tanto nutricionales como hormonales (testosterona), en la yema de los huevos puestos en
nidos de calandria y de ratona. Tampoco las hembras desviaron la proporcion de sexos en
funcién del hospedador utilizado. Una mayor inversion de recursos en yema podria ser
beneficiosa para los pichones de tordo que son criados en nidos de un hospedador donde la
competencia por el alimento es muy intensa (calandria). Estos recursos podrian aumentar la
habilidad competitiva del pichén porque aumentan su tamafio (Williams 1994), tasa de
crecimiento (Eising y col. 2001) y la intensidad del comportamiento de pedido de alimento
(Eising y Groothuis 2003) y podrian resultar en un mayor éxito reproductivo de las
hembras. En forma semejante, sesgar la proporcion de sexos hacia el sexo mas competitivo
(machos) en hospedadores de mayor tamafio corporal podria resultar en un mayor éxito

reproductivo de las hembras. A pesar de estas posibles ventajas, en esta tesis no se
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detectaron diferencias entre hospedadores en el grado de inversion materna o en la
proporcion primaria de sexos.

Los pichones de tordo presentaron un comportamiento de pedido de alimento que
difirio entre hospedadores. Estas diferencias fueron probablemente el resultado de las
diferentes condiciones de competencia dentro del nido experimentadas por los pichones
durante su crecimiento y no de diferencias genéticas entre pichones. En tal sentido, los
experimentos de translocacién de huevos entre hospedadores sugieren que las bases
genéticas de este comportamiento son similares entre pichones provenientes de huevos
puestos en nidos de calandria y ratona. Ademas, los resultados obtenidos mostraron que las
diferencias en el despliegue del comportamiento de pedido de alimento no son explicables
por la edad, sexo o condicion del pichon. La intensidad del despliegue de este
comportamiento varié dependiendo del nido donde fue criado el pichén de tordo, lo que
indica que el comportamiento de pedido de alimento en los pichones de tordo es plastico.
Por lo tanto, este comportamiento podria estar fuertemente moldeado por un proceso de
aprendizaje del pichon parasito dependiendo del contexto social en el que es criado. Los
pichones podrian aprender cudl es la intensidad 6ptima para la obtencion de alimento en los
distintos hospedadores. Por otra parte, este resultado indica que de existir razas hospedador-
especificas, estas no se habrian diferenciado en este comportamiento.

Por altimo, los experimentos de picaduras en cautiverio indicaron que las hembras
de Tordo Renegrido poseen un comportamiento plastico. Los resultados mostraron que las
hembras cambian su comportamiento (i.e. modifican la frecuencia e intensidad de las
picaduras) dependiendo de las condiciones que encuentran en el nido. Ademas las hembras
mostraron preferencias ya que las picaduras estuvieron dirigidas mayormente al huevo del
hospedador cuando este era el mas grande en el nido. Estos resultados son coincidentes con
lo observado en nidos naturales en varios hospedadores (Mermoz y Reboreda 1999, Astié y
Reboreda 2006, Fiorini y col. 2009). Tanto la plasticidad como la preferencia en el
comportamiento de picaduras resultarian en la eliminacion de solo los competidores mas
fuertes con los cuales se enfrentarian los pichones parasitos en ese nido. Este
comportamiento seria beneficioso para los pichones de tordo porque aumentaria su

supervivencia tanto en nidos de calandria (menor niumero de competidores) como en nidos

- 124 -



de ratona (mayor numero de pichones del hospedador que procuran alimento para el
parasito, Fiorini y col. 2009).

Las diferencias en el tamafio de los huevos de tordo puestos en nidos de calandria y
ratona apoyan la hipotesis de adaptaciones hospedador-especificas (razas). Por otra parte, la
flexibilidad de los comportamientos de pedido de alimento y de picadura de huevos
muestran que existe plasticidad comportamental a nivel individual. Los otros caracteres
estudiados, como la concentracién de testosterona en yema o la proporcion primaria de
sexos, no mostraron un ajuste al hospedador utilizado. Por lo tanto los resultados obtenidos
son consistentes con la hipotesis de razas de hembras con cierta especializacidén en el uso de
algin o algunos hospedadores pero que al mismo tiempo presentan flexibilidad
comportamental a nivel individual.

En este estudio no fue posible analizar la variabilidad del tamafio de huevo de una
misma hembra. Esta informacién es necesaria para cuantificar la variacion intra y entre
hembras que permitan entender de una manera mas clara la inversibn maternal de las
hembras de Tordo Renegrido dependiendo del hospedador que parasitan. También son
necesarios experimentos adicionales de translocacién de pichones entre hospedadores para
cuantificar los efectos de aprendizaje sobre el comportamiento de pedido de alimento. Por
otra parte, los estudios de picaduras de huevos como los presentados en el capitulo 6 con
hembras de origen (hospedador) conocido son necesarios para entender las posibles bases
genéticas y ambientales de este comportamiento.
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