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ESTUDIO A NIVEL INDIVIDUAL DE LAS ESTRATEGIAS DE PARASITISMO DEL
TORDO RENEGRIDO (MOLOTHRUS BONARIENSIS)

RESUMEN

El Tordo Renegrido Molothrus bonariensis es un ave parasita de cria extremadamente
generalista y como consecuencia de la ausencia de un nido propio y su alta movilidad, se conoce
muy poco sobre el comportamiento individual de puesta. El objetivo de esta tesis fue estudiar las
estrategias individuales del Tordo Renegrido en la eleccion de nidos para realizar los eventos de
parasitismo. A partir del analisis genético con microsatélites de muestras provenientes de huevos
y pichones parasitos encontrados en dos de sus hospedadores frecuentes, la Calandria Grande
Mimus saturninus y la Ratona Comun Troglodytes aedon, y por medio de la reconstruccion de
grupos de hermanos completos, se infirié el comportamiento de puesta individual de 26 hembras
a posteriori. En particular, se estudio la eleccion de la especie hospedadora, el patréon temporal
de puesta y el patron espacial de puesta en cuanto al territorio y los nidos utilizados. Ademas, se
estudio el polimorfismo en la coloracion de los huevos de las hembras, con el objetivo de poner
a prueba la hipotesis planteada para éste y otros parasitos de cria de que las hembras ponen
huevos de coloracion constante. También se analizé como influye el polimorfismo de huevos del
Tordo Renegrido en el mecanismo de reconocimiento y rechazo de huevos parasitos en uno de
sus principales hospedadores. Se encontrdé que las hembras de Tordo Renegrido tuvieron un
periodo de puesta que duré hasta 79 dias y que utilizaron preferencialmente una especie
hospedadora, aunque se observaron hembras utilizando mas de una especie. La mayoria de los
huevos de cada hembra se encontraron préximos espacialmente, a una distancia maxima de 600
metros, evidenciando fidelidad al sitio de puesta. Ademas, se encontrd que existe una similitud
entre los huevos pertenecientes a una misma hembra tanto en la coloracion como en el tamafio,
lo cual apoya la hip6tesis de constancia en la morfologia de los huevos. Por ultimo, se encontrd
que la probabilidad de rechazo del huevo parasito por parte de la Calandria Grande disminuye
con la presencia de manchas y aumenta con altos niveles de brillo, y que el rechazo de un huevo
parasito depende exclusivamente de las caracteristicas intrinsecas del huevo y no se ve afectado
por el contexto de la puesta. Se discute como esta defensa imperfecta influye en la evolucion de
la variabilidad en la coloracion de los huevos parasitos y como la estrategia individual de

seleccion de nidos afecta el éxito de parasitismo de la especie.

PALABRAS CLAVES: Parasitismo de cria, Molothrus bonariensis, microsatélites, estrategia de
puesta, polimorfismo de huevos, defensas antiparasitarias.



STUDY OF PARASITISM STRATEGIES AT INDIVIDUAL LEVEL IN THE SHINY COWBIRD
(MOLOTHRUS BONARIENSIS)

ABSTRACT

The Shiny Cowbird Molothrus bonariensis is a brood parasite that parasitizes an extreme
range of hosts. As it has no nest of its own and high mobility, little is known about its
reproductive behavior at the individual level. The aim of this thesis was to study individual
strategies in host nest choice. Using microsatellite analysis of cowbird eggs and chicks found in
nests of the two most frequent hosts, the Chalk-browed Mockingbird Mimus saturninus and the
House Wren Troglodytes aedon, and by reconstructing full sibling groups, | inferred the laying
behavior of 26 females a posteriori. More specifically, | analyzed host species selection and the
spatial and temporal patterns of egg laying and host nest use. In addition, | studied the
polymorphism in females' egg coloration to test the hypothesis that individual brood parasites
lay eggs of constant color. | also studied how this polymorphism affects egg recognition and
rejection in one of the major hosts. | found that shiny cowbird females had a laying period of up
to 79 days and that they preferentially, but not exclusively, used only one host species. The
majority of a female's eggs were found within a maximum distance of 600 meters from each
other, showing nest site fidelity. Eggs of the same female were similar in color and size,
supporting the hypothesis of constancy in egg morphology per female. Lastly, | found that the
probability of egg rejection by mockingbirds decreased with the presence of spots and increased
with high levels of brightness. Moreover, the rejection of a parasitic egg depends only on the
egg's intrinsic characters and is not context-dependent. | discuss how this imperfect defense
affects the evolution of variability of cowbird egg coloration and how the parasite's individual

nest choice strategy affects the success of parasitism in this species.

KEYWORDS: Brood parasitism, Molothrus bonariensis, microsatellites, laying strategy, egg

polymorphism, anti-parasitic defense.
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Cap. 1: Introduccidn al parasitismo de cria interespecifico

CAPITULO 1

INTRODUCCION AL PARASITISMO DE CRIA INTERESPECIFICO EN AVES

EL PARASITISMO DE CRIA COMO ESTRATEGIA REPRODUCTIVA

El parasitismo de cria interespecifico en aves es una estrategia reproductiva en la que un
individuo, el parasito, deposita sus huevos en el nido de un individuo de otra especie, el
hospedador. Este se encarga de la incubacion de los huevos y de la alimentacion de los pichones.
Para la especie parésita, el parasitismo es una estrategia reproductiva obligada, ya que perdio su
capacidad de reproducirse en forma independiente y depende completamente de su hospedador
para completar su ciclo reproductivo (Ortega 1998, Davies 2000); las hembras parasitas de cria
obligada no poseen la habilidad de construir nidos y de incubar huevos, ni tampoco pueden
alimentar a sus pichones (Sealy y col. 2002). Esta estrategia reproductiva poco comdn esta
presente en alrededor de 90 especies (Sorenson y Payne 2002), que equivale a aproximadamente
al 1% de las especies de aves (Davies 2000), y se cree que evolucion6 de manera independiente
al menos siete veces (revision en Sorenson y Payne 2002). Estos eventos ocurrieron en dos
subfamilias de cuclillos (Cuculinae y Neomorphinae), en los pinzones parasitos africanos
(Anomalospiza imberbis y los viduas dentro de la familia Estrildidae), en los “indicadores de
miel” (Indicatoridae), en los tordos (Icterinae) (Payne 1977, Rothstein 1990) y en el pato
Heteronetta atricapilla (Anatidae) (Rothstein y Robinson 1998).

El éxito de esta peculiar estrategia de reproduccion se basa principalmente en la
habilidad de los paréasitos en seleccionar un nido hospedador. Comenzando por la deteccién del
nido, donde los parasitos generalmente utilizan claves comportamentales de los hospedadores
para ubicar el nido candidato (Norman y Robertson 1975, Smith y col. 1984, Grieef y Sealy
2000, Fiorini y col. 2006), aunque también hay evidencias de que pueden hallarlos sin la
presencia de la pareja reproductora (Svagelj y col. 2003). Luego, algunas especies monitorean el
nido de modo de sincronizar el evento de parasitismo con la puesta del hospedador,
disminuyendo de esta manera la probabilidad de abandono del nido o de rechazo de los huevos
(Briskie y Sealy 1987, Hill y Sealy 1994, Fraga 1998, Fiorini y col. 2009). Ademas, la hembra
parasita pone su huevo en apenas unos pocos segundos (Arias de Reyna y col. 1982, Sealy y col.
1995, Gloag y col. 2012) minimizando la probabilidad de ser detectada por los hospedadores y
aumentando las chances de que su huevo sea aceptado en el nido (Sealy y col. 1995, Mosksnes y
col. 2000). Comportamientos como la picadura de los huevos presentes en el nido durante la

puesta 0 la remocion de un huevo antes de depositar el propio aumentarian el éxito del
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parasitismo (Davies y Brookel1988, Massoni y Reboreda 1999). Asimismo, existen especies
parésitas que al nacer eliminan los huevos y pichones del hospedador (Wyllie 1981).

Esta estrategia reproductiva también se encuentra favorecida por algunas caracteristicas
morfologicas y fisiologicas de los parasitos de cria. En general, los huevos de las especies
parésitas tienen cascaras mas fuertes de lo esperado para su tamafio (Sealy y col. 2002). Ademas,
en muchos casos presentan una mayor esfericidad, lo que los hace mas dificiles de perforar y
eliminar por los hospedadores (Rohwer y Spaw 1988, Picman 1989, Soler 1990). Por ultimo,
suelen ser més pequefios que los de su hospedador y poseen un periodo de incubacién mas corto
(Payne 1974, Briskie y Sealy 1990, Soler 1990, pero ver Mermoz y Ornelas 2004). En muchos
casos, los pichones parasitos presentan una superioridad competitiva (Wiley 1986, Marvil y
Cruz 1989, Soler y Soler 1991, Kattan 1996, Lichtenstein y Sealy 1998) que puede conducir a la
mortalidad de sus compafieros de nido (Kilner 2005).

Los parasitos de cria obligados pueden clasificarse en generalistas, si utilizan varias
especies hospedadoras, o especialistas, si parasitan una Unica o muy pocas especies. Las especies
parasitas generalistas pueden desarrollar dos estrategias diferentes a nivel individual: pueden ser
especialistas, con cada hembra parasitando consistentemente una especie hospedadora particular,
0 generalistas, con cada hembra parasitando varias especies hospedadoras durante su vida. En el
primer caso, las hembras pueden formar linajes hospedador-especificos, con grupos de hembras
especializadas en el uso de los nidos de una especie hospedadora (Avilés y Mgller 2004, Brooke
y Davies 1988, Starling y col. 2006, Gibbs y col. 2000). Se propusieron varias hipotesis para
explicar como las hembras parasitas encuentran un hospedador especifico: a) Por un proceso de
“imprinting” con la especie hospedadora (Brooke y Davies 1991; Payne y col. 1998, 2000;
Slagsvold y Hansen 2001), donde de pichones las hembras aprenden alguna caracteristica de sus
padres adoptivos antes de dejar el nido y luego, una vez maduras, parasitan individuos de la
misma especie; b) por filopatria natal (Brooke y Davies 1991), donde las hembras regresan al
area donde nacieron y utilizan las especies hospedadoras presentes en el lugar; c) por eleccion
del sitio de nidificacion de los hospedadores (Moksnes y Rgskaft 1995), donde las hembras
eligen un grupo de hospedadores con huevos y nidos similares, y buscan nidos al azar dentro de
este grupo; y d) por un proceso de “imprinting” con el habitat donde nacen (Teuschl y col. 1998,
Vogl y col. 2002), donde las hembras buscan sitios con caracteristicas similares al momento de

parasitar.

EFecTos DEL PARASITISMO EN LOS HOSPEDADORES

En mayor o menor medida, el parasitismo de cria tiene consecuencias negativas para el

éxito reproductivo del hospedador. Generalmente las hembras parasitas pican o remueven uno o
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més huevos del hospedador antes o durante la puesta de su propio huevo (Friedmann 1929,
Moksnes y Reskaft 1989, Soler y col. 1996, Peer 2006) y, en algunos casos, también pueden
destruir la puesta completa del hospedador (Soler y col. 1995, Arcese y col. 1996, Hoover y
Robinson 2007).

El éxito de eclosion de los huevos del hospedador puede sufrir efectos negativos con la
presencia de uno 0 méas huevos parasitos, ya que se modifica la eficiencia de incubacion, ya sea
por el volumen aumentado de la puesta (Tuero y col. 2007) o por la interrupcion de la
incubacion por el nacimiento temprano del parasito (Soler y col. 1996).

Por otro lado, los pichones parasitos pueden provocar la mortandad de los pichones del
hospedador indirectamente cuando su mayor tamafio corporal o la asincronia en el nacimiento
llevan a la exclusion competitiva de los pichones del hospedador (por ej. Soler y col. 1997,
Hoover 2003). Dos casos extremos son los del Cuclillo Comdn Cuculus canorus, que al nacer
empuja fuera del nido los huevos del hospedador (Wyllie 1981, Davies 2000) y el del Crespin
Tapera naevia, que posee un gancho en el pico con el que mata a los pichones del hospedador
(Kilner 2005).

Los costos del parasitismo pueden extenderse mas alla del ciclo de nidificacién si criar al
pichon parasito reduce las expectativas de supervivencia y reproduccion futura de los padres
adoptivos (Davies 2000, Hoover y Reetz 2006).

EL PARASITISMO DE CRIA COMO PROCESO CO-EVOLUTIVO: DEFENSAS Y CONTRA-
DEFENSAS, UNA CARRERA ARMAMENTISTA

Los hospedadores pueden desarrollar defensas antiparasitarias efectivas para reducir el
impacto negativo del parasitismo. La presion de seleccion que genera el parasitismo de cria ha
favorecido la aparicién de comportamientos o estrategias en los hospedadores que pueden
reducir la eficacia de los paréasitos (Davies 2000), y estas defensas son, a su vez, una importante
fuerza de seleccion que resulta en la evolucion de contra-defensas en los parésitos para
contrarrestarlas. De este modo, entre el parasito y el hospedador se establece una carrera co-
evolutiva, donde a cada paso evolutivo de uno responde el otro, similar a una carrera de
armamentos (Dawkins y Krebs 1979, Davies y col. 1989, Davies y Brooke 1989, Rothstein y
Robinson 1998, Davies 2000). Es por esto que los sistemas hospedador-parasitos han sido
utilizados como modelos para el estudio de procesos co-evolutivos (Rothstein 1990).

La mejor defensa para los hospedadores seria impedir que las hembras parasitas accedan
a su nido, reconociendo y agrediendo a las hembras parasitas (Sealy y col. 1998). Sin embargo,
son pocos los ejemplos de que esta estrategia sea realmente efectiva para evitar el parasitismo

(Mermoz y Fernandez 1999). Ademas, las hembras de algunas especies parasitas tienen
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estrategias para eludir esta defensa del hospedador, visitando los nidos cuando estan
desatendidos y poniendo sus huevos muy rapidamente (Sealy y col. 1995, Davies y Brooke
1998).

Aunque algunos hospedadores reconocen y rechazan a los pichones parésitos (Sato y col.
2010, Tokue y Ueda 2010, Delhey y col. 2011, De Mérsico y col. 2012) o abandonan los nidos
parasitados iniciando un nuevo intento reproductivo (Petit 1991, Davies 2000, Grzybowski y
Pease 2000, Langmore y col. 2003), la estrategia de defensa predominante contra el parasitismo
es el rechazo de los huevos parasitos (Rothstein 1990, Davies 2000, 2011, Peer y Sealy 2004,
Kilner y Langmore 2011, Grim y col. 2011). Los parasitos que utilizan un Gnico hospedador
pueden contrarrestar evolutivamente esta defensa produciendo huevos miméticos en color o
tamafo con los del hospedador (Mason y Rothstein 1986, Rothstein 1990). El caso mejor
estudiado es el del Cuclillo Comun, un parasito generalista a nivel poblacional con hembras
especialistas a nivel individual, donde los linajes de hembras hospedador-especificos han
adquirido huevos miméticos con los de su hospedador a lo largo de la evolucién (Avilés y
Mgller 2004, Brooke y Davies 1988, Moksnes y Rgskaft 1995, Stoddard y Stevens 2010,
Antonov y col. 2010).

Si bien el comportamiento de rechazo de huevos parésitos es la defensa méas frecuente
que los hospedadores tienen contra el parasitismo de cria, este comportamiento implica costos
para el hospedador, dado que existe una probabilidad no nula de cometer errores de
reconocimiento o dafiar los huevos propios durante la remocion del huevo parasito (Davies y
Brooke 1989a, Davies y col. 1996). Segun la “hipdtesis del equilibrio” (Lotem Yy col. 1995) el
balance entre costos y beneficios puede explicar la ausencia del rechazo de huevos o el rechazo
parcial en algunos hospedadores regularmente parasitados, aunque también puede deberse a un
“retardo evolutivo” donde el hospedador estd un paso atras en la carrera armamentista (Rothstein

1975).
EL TORDO RENEGRIDO COMO MODELO DE ESTUDIO

Uno de los grupos de aves en los que el parasitismo de cria ha evolucionado en forma
independiente son los tordos del género Molothrus (Icterinae, Emberizidae). Este grupo
comprende a cinco especies americanas (Lanyon 1992, Fig. 1.1), de las cuales el Tordo
Renegrido M. bonariensis es la especie con distribucion mas amplia (Ortega 1998). Su
distribucion original incluia buena parte de América del Sur (con la excepcion de Patagonia,

Chile y la region Amazédnica) y a partir de comienzos del siglo XX, esta especie comenzé a
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colonizar las islas del Caribe llegando hacia fines de siglo al sur de los Estados Unidos de Norte
América (Fig. 1.2b, Ortega 1998).

Molothrus ater (Brown-headed Cowhird)
Molothrus bonariensis (Shiny Cowbird)
Molothrus aeneus (Bronzed Cowhbird)
Molothrus oryzivora (Giant Cowhbird)
Molothrus rufoaxillaris (Screaming Cowhbird)

Figura 1.1: Filogenia del grupo Molothrus spp. (Lanyon 1992)

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de este grupo es la gran variabilidad entre
sus miembros en el uso de hospedadores. Mientras que el Tordo Pico Corto (M. rufoaxillaris) y
el Tordo Gigante (M. oryzivora) son los mas especialistas, utilizando tres y siete hospedadores,
respectivamente (Ortega 1998, Jaramillo y Burke 1999), el Tordo Bronceado (M. aeneus)
parasita un nimero intermedio de especies, con aproximadamente 70 registros. El Tordo Cabeza
Marron (M. ater) y el Tordo Renegrido, en cambio, son especies sumamente generalistas. Se han
encontrado huevos de Tordo Renegrido en nidos de mas de 250 especies (Lowther 2012) y se
reportaron al menos 96 de ellas criando con éxito a sus pichones (Friedmann y Kiff 1985, Ortega
1998, Fraga 2002, Lowther 2012). Evidencias indirectas sugieren que a pesar del generalismo
extremo a nivel poblacional, las hembras de Tordo Renegrido no depositan sus huevos en nidos
al azar, sino que parasitan preferencialmente nidos de determinadas especies a nivel individual
(L6pez-Ortiz y col. 2006, Mahler y col. 2007, De Mérsico y col. 2010).

El Tordo Renegrido presenta un marcado dimorfismo sexual en tamafio y coloracién del
plumaje (Ortega 1998). Los machos tienen un peso de 50-55 g (Reboreda y col. 1996) y un
plumaje negro con iridiscencia parpura y azul-verdosa (Ortega 1998, Fig.1.2a) mientras que el
peso de las hembras es de 40-45 g (Reboreda y col. 1996) y el plumaje es de color marron
ceniciento (Ortega 1998, Fig. 1.2a). 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). Se alimentan de insectos y
semillas que obtienen forrajeando en el suelo (muchas veces en bandadas mixtas con otros
ictéridos) o picoteando en el lomo del ganado.

Los tordos paréasitos tienen una temporada reproductiva relativamente extensa y variable
segun la region geografica (Kattan 1997). En el area de estudio se reproducen desde mediados

de septiembre hasta fines de enero (Mason 1986, Fiorini y Reboreda 2006, Tuero y col. 2007).
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Figura 1.2: a) Macho (arriba) y hembra (abajo) de Tordo Renegrido (Fotos: F. Furiolo). b) Distribucion
geografica estimada de la especie en América del Sur (violeta: residente permanente; verde: presencia
ocasional. InfoNatura © 2007 NatureServe).

Se ha sugerido que las hembras pueden poner huevos en forma continua durante la
mayor parte de la temporada (Kattan 1993). Aunque no hay evidencias directas acerca de la tasa
de fecundidad efectiva (nimero de huevos puestos por temporada reproductiva) existen
estimaciones que informan una variacion de entre 60 (Hudson 1874, Friedmann y Kiff 1985) y
120 huevos (Kattan 1993) por hembra. La frecuente ocurrencia de parasitismo multiple en los
nidos de los hospedadores principales y las observaciones comportamentales indican que las
hembras no defienden territorios (Hudson 1874, Fraga 1985, Kattan 1997, Reboreda y col. 2003,
Gloag y col. 2012).

Una caracteristica del Tordo Renegrido es el alto grado de polimorfismo que presentan
sus huevos, tanto en el color de fondo como en el patron de manchas (Fig. 1.3). Varian desde
inmaculados (totalmente blancos) hasta manchados, con una densidad, tamafio y distribucion de
manchas altamente variable, y diversos colores de fondo (Hudson 1874, Friedmann 1929,

Ortega 1998, Mahler y col. 2008, de la Colina y col. 2010). Los huevos blancos, que son
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rechazados por algunos hospedadores, s6lo son frecuentes en las regiones pampeanas de
Argentina y Uruguay (Mason 1986, Mahler y col. 2008). El tamafio promedio de los huevos es
de 23 mm de largo y de 19 mm de ancho (de la Colina y col. 2010) y su periodo de incubacion
es de 13 dias (Fiorini 2007, Tuero y col. 2007).

Figura 1.3. Variabilidad de los huevos del Tordo Renegrido. A) Morfo inmaculado, B-D) Morfo
manchado, con densidad variable de manchas (fotos de A. de la Colina en Mahler y col. 2008)

La gran diversidad de especies que parasita el Tordo Renegrido y su amplia distribucion
en constante expansion lo hace particularmente interesante para estudiar las estrategias de

seleccién de hospedadores.

OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto fue estudiar las estrategias individuales del Tordo
Renegrido en la eleccion de nidos para realizar los eventos de parasitismo. En particular,
asignando huevos o pichones a las distintas hembras de la poblacion mediante el uso de

microsatélites de ADN, se estudiaron:

a) La distribucién espacial de nidos utilizados por las hembras de Tordo Renegrido.

b) EI rango temporal de puesta y la duracién de la temporada reproductiva en la zona de
estudio.

c) Las preferencias en la seleccion de especies hospedadoras.

d) La constancia en el patron de coloracion de los huevos puestos por una misma hembra.
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Ademas, se analiz6 como influye el polimorfismo de los huevos del Tordo Renegrido en

el mecanismo de reconocimiento y rechazo en uno de sus principales hospedadores.
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CAPITULO 2

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA OBTENCION DE DATOS A CAMPO
AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizd 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 hectéareas y forma parte de la Reserva de la Biosfera Parque
Costero del Sur (MAB-UNESCO) y del Refugio de Vida Silvestre Provincia de Buenos Aires
(Ley provincial 12016/97, Decreto 2846/97). El area de estudio estd caracterizada por la
presencia de cordones de conchilla y arena paralelos o sub-paralelos a la costa del Rio de la
Plata. Estos cordones poseen un suelo de alto drenaje donde se asientan parches de bosque cuyas
especies dominantes son el Tala Celtis tala y el Coronillo Scutia buxifolia (Figura 2.1). Este

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

Figura 2.1: Paisaje del &rea de estudio, que se caracteriza por la presencia de parches de bosque,
principalmente de Tala y Coronillo. (Foto: A. de la Colina)

HOSPEDADORES

Se recolectaron huevos de tordo encontrados en los nidos de sus principales
hospedadores en la zona de estudio. Si bien hay diversas especies hospedadoras presentes en

esta area, tales como el Hornero Furnarius rufus, el Picabuey Machetornis rixosus, el Zorzal
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Colorado Turdus rufiventris, el Zorzal Chalchalero Turdus amaurochalinus, EI Tordo Musico
Agelaioides badius, el Jilguero Dorado Sicalis flaveola y el Chingolo Zonotrichia capensis
(Mason 1986), dos especies son los principales hospedadores: la Calandria Grande Mimus
saturninus y la Ratona Comun Troglodytes aedon (De Marsico y col. 2010). La primera presenta
una frecuencia de parasitismo del 66% (Fiorini y Reboreda 2006), y en la segunda alcanza el
60% (Tuero y col. 2007). Por lo tanto, se monitorearon los nidos y recolectaron los huevos de
Tordo Renegrido principalmente en estas dos especies. Ademas, se recolectaron huevos de
tordos de nidos de Chingolo, Zorzal Colorado y Hornero que fueron encontrados en forma
ocasional. La zona de colecta representd un area de aproximadamente 580 has dentro de la
reserva y se subdividié en tres parches de colecta separados entre si por bosques de especies
exoticas (Ligustrum spp y Eucalyptus spp) y una zona utilizada para otros experimentos del

grupo de investigacion.

Calandria Grande

La Calandria Grande (Figura 2.2a), de aqui en adelante calandria, es la especie mas
grande de su género en la Argentina; sus adultos pueden pesar hasta 75 g (Sackmann y Reboreda
2003). Habita zonas semiabiertas, incluyendo ambientes urbanizados (Fraga 1985). Se la
encuentra desde las sabanas dispersas al norte de la parte mas baja del Rio Amazonas hasta los
40° de latitud Sur en la Argentina por el Este de Sudamérica. Su rango de distribucion esta
incluido en su totalidad dentro del rango del Tordo Renegrido (Olrog 1979, Ortega 1998). Fraga
(1985) estudio la biologia reproductiva de las calandrias en la localidad de Lobos, provincia de
Buenos Aires, reportando que forman parejas que se mantienen durante todo el afio y se
reproducen desde septiembre hasta enero. Los adultos poseen un comportamiento sumamente
sedentario y durante el invierno utilizan como perchas los mismos arboles donde construyen sus
nidos en la etapa reproductiva. Los nidos tienen forma de gran taza, de 20-25 cm de diametro, y
son fabricados con ramitas, un relleno de barro y tapizados con pasto fino y pelos de caballo. En
general, son construidos en arbustos o pequefios arboles con follaje denso a una altura de entre 1
y 3 m del suelo. El tamafio de puesta varia entre 3 y 5 huevos (Figura 2.2b, Fraga 1985). El
tamafio promedio de los huevos, de coloracidn verde-celeste con machas marrones (Figura 2.2c),
es de 27,6 mm de largo y 20,5 mm de ancho (Sackman y Reboreda 2003). El periodo de
incubacion es de 14 dias. Una vez que eclosionan, los pichones permanecen en el nido entre 12 y
14 dias. La frecuencia promedio de parasitismo reportada para el sitio de estudio es del 66%
(Fiorini y Reboreda 2006), con una intensidad de 2,3 huevos por nido (Fiorini y col. 2005).

La busqueda de nidos de calandria se realiz6 a partir de la observacion directa de la

actividad de las parejas reproductivas en su territorio, usando como guia las vocalizaciones de
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alarma que emiten los adultos cuando se acerca un intruso a las proximidades del nido. Dentro
del territorio, se realiz6 una busqueda exhaustiva en los potenciales sitios de nidificacion. El
seguimiento de los nidos fue diario durante la etapa de construccion avanzada y puesta para

detectar los eventos de parasitismo.

Figura 2.2: (a) Individuo adulto de Calandria Grande, (b) nido con huevos y (c) variabilidad en el morfo
de huevos de calandria. (Fotos: ay b: F. Furiolo —c: A. de la Colina)

Mediante la utilizacién de redes de niebla se capturaron 25 parejas de calandrias en 2009
y 26 parejas en 2010. Cada individuo se identificd con una combinacion unica de anillos de
colores, lo que permitié hacer el seguimiento de los intentos reproductivos a lo largo de la
temporada. Ocho parejas capturadas en 2009 conservaron sus territorios en 2010 y siete parejas

mantuvieron un solo miembro respecto del afio anterior.

Ratona Comdun

La Ratona Comun, de aqui en mas ratona, es una especie de pequefio tamafio (15,4 g;
Kattan 1996, Fig. 2.3a), cuyo rango de distribucion abarca practicamente todo el continente
americano. Su limite norte se encuentra en Canada y su limite sur en Tierra del Fuego
(Brumfield y Capparella 1996). El rango de distribucion del Tordo Renegrido esta incluido en su
totalidad dentro del rango de distribucion de la ratona. Su habitat comprende zonas semiabiertas,
bosques abiertos o jardines. Los sitios de nidificacion son siempre cerrados (cavidades) y muy
variados, pudiendo ser naturales (cavidades en arboles, nidos abandonados de pajaros
carpinteros, etc.) como de origen antropico (por ejemplo, cavidades en techos de edificaciones,
Skutch 1953). En el area de estudio las ratonas anidan desde principios de octubre hasta fines de
enero. El tamafio medio de puesta es de 5 huevos (Tuero y col. 2007). Los huevos tienen un
tamafo promedio de 17,5 mm de largo y 13,1 mm de ancho (Tuero y col. 2007) y son de color
crema-rosado con manchas marrén-rojizas (Fig. 2.3b). El 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 muy
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frecuente en esta especie, con un 60% de los nidos parasitados y una intensidad de 1,7 + 0,1
huevos por nido parasitado (Tuero y col. 2007). Para facilitar el seguimiento de los nidos y la
manipulacion de su contenido se instalaron y utilizaron cajas nido de madera (Figuras 2.3c y
2.4).

Figura 2.3: (a) Individuo adulto de Ratona Comun, (b) nido con huevos y (c) caja nido activa. (Fotos: a
y c: F. Furiolo —b: A. de la Colina)

Las cajas nido utilizadas poseen una entrada circular de 4,5 cm de diametro, que permite
irrestrictamente el ingreso de los tordos, y un techo o tapa mévil que permite revisar facilmente
su contenido. En el 4rea de estudio se colocaron un total de 54 cajas nido. Estas se dispusieron
dentro de los parches de bosque y en sus bordes en toda el area de colecta. Las cajas fueron
colocadas en talas y coronillos a una altura de entre 1,5 y 2 m y fueron revisadas regularmente
desde el inicio hasta el final de la temporada reproductiva. Las ratonas utilizaron en promedio el
57% de las cajas para construir sus nidos, compuestos por una base de ramitas y una copa
formada con pastos y pelos de caballo tapizada con plumas. El seguimiento de las cajas con

nidos en la etapa de construccién avanzada y puesta se realiz6 cada 2 dias.

QO

25cm

45
cm

12cm
~

16cm

Figura 2.4: Esquema de las cajas nido para Ratona Comun utilizadas en este estudio
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RECOLECCION DE HUEVOS

Durante las temporadas reproductivas de los afios 2008, 2009 y 2010 se recorrio la zona
de estudio desde principios de octubre hasta mediados de enero del afio siguiente. La temporada
reproductiva del Tordo Renegrido comienza hacia fines de septiembre y dura hasta principios de
febrero (Fraga 1985), lo que hace que el parasitismo se extienda a lo largo de todo el periodo
reproductivo de ambos hospedadores.

La busqueda e inspeccion de los nidos fue realizada como se describi6 previamente salvo
en los dias de precipitaciones mayores a 10 mm/dia (1 dia durante la temporada 2008, 14 dias
durante la temporada 2009 y 6 en la temporada 2010) para no interferir con las actividades de
vigilancia y cuidado del nido de los hospedadores y no aumentar las probabilidades de abandono
o fracaso del intento reproductivo. Las visitas a los nidos se realizaron entre las 10 y las 19 hs,
dado que las calandrias suelen depositar sus huevos entre las 8 y las 10 hs (observacion
personal).

Los datos registrados en cada visita fueron: la especie hospedadora, la fecha de inicio de
la puesta (aparicion del primer huevo del hospedador) y la fecha de puesta de cada huevo del
hospedador, que permite estimar la disponibilidad de nidos, asi como el nido y la fecha de puesta
del huevo parésito extraido (los huevos fueron rotulados con un marcador indeleble para su
posterior identificacion individual). En caso de encontrar un nido con la puesta avanzada (con
los huevos aun sin incubar), se espero hasta la finalizacién de la puesta y se estimd la fecha de
inicio a partir del dia de puesta del ultimo huevo, asumiendo una puesta de 4 huevos para el caso
de las calandrias y de 5 huevos para las ratonas. En caso de encontrar un nido en incubacion
(huevos tibios), se determind la fecha de inicio calculando desde la fecha de eclosion del primer
huevo considerando un periodo de incubacién de 14 dias para las calandrias y de 15 dias para las
ratonas. Para las calandrias, que mantienen sus territorios a lo largo de toda la temporada
reproductiva, se registraron ademas los intentos reproductivos (construccion de un nido nuevo)
para cada una de las parejas. Se consideré que un intento reproductivo habia finalizado cuando
el nido estaba predado, abandonado o finaliz6 exitosamente. Un nido se determiné como
predado cuando su contenido (huevos o pichones) habia desaparecido entre dos visitas
consecutivas y como abandonado si los huevos estaban frios al tacto (luego de completada la
puesta) en dos visitas consecutivas. Se lo considerd exitoso cuando se produjo la independencia
de los pichones. De los nidos de Chingolo, Hornero y Zorzal Colorado encontrados
ocasionalmente, solamente se registrd la ubicacion geografica y si estaba en puesta o incubacion.

Durante la camparia 2008, se registro la ubicacion de todos los nidos encontrados con un

GPS Garmin 12XL y ademas las posiciones exactas fueron marcadas en una imagen satelital por
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medio del software libre Google Earth®. Las coordenadas obtenidas por el programa se
compararon con las obtenidas con el GPS, siendo el error estimado entre ambos procedimientos
de aproximadamente 1 m. Considerando este error despreciable a los efectos del estudio, se
decidié prescindir del GPS vy trabajar solamente con imagenes de Google Earth® durante las
camparias 2009 y 2010.

Los huevos de tordo colectados de los nidos de los hospedadores fueron medidos (largo y
ancho) utilizando un calibre con un error de 0,1 mm. Aquellos colectados durante el periodo de
puesta fueron incubados artificialmente a 38,5 °C por 2-3 dias para garantizar un desarrollo
minimo del embridn. Posteriormente fueron congelados hasta su analisis. Aquellos colectados
durante la incubacién fueron congelados directamente. En los casos en los que se encontraron
pichones de tordo en los nidos de las especies hospedadoras, se tomaron muestras de sangre de
los mismos a los 6-9 dias de edad. Las muestras (aprox. 10 ul) fueron extraidas de la vena
braquial y rapidamente disueltas en 500 ul de buffer de lisis (100mM TRIS, 100mM EDTA,
10mM NaCl, 2% SDS). Las muestras de sangre fueron conservadas a temperatura ambiente
hasta su procesamiento.

Durante los meses de julio, agosto y septiembre de 2008 y octubre de 2009 se capturaron
individuos adultos de Tordo Renegrido en la zona de estudio mediante la utilizacion de trampas
y redes de niebla. A cada individuo se le tomé una muestra de sangre utilizando la misma
metodologia que en el caso de los pichones y se lo marc6 con una combinacion Unica de anillos

de colores y un anillo metalico numerado antes de ser liberado.
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CAPITULO 3

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA OBTENCION DE DATOS EN EL
LABORATORIO

ANALISIS GENETICOS

Extraccion y amplificacion de ADN

Antes de comenzar con los andlisis genéticos, todos los huevos fueron fotografiados y
medidos espectrogréfica- y morfométricamente (ver Capitulo 6). Para la obtencion de tejido, los
huevos fueron diseccionados. Una vez abiertos, se tomaron muestras de tejido embrionario que
fueron conservadas a temperatura ambiente en 1 ml de buffer DMSO (20% Dimetil sulféxido
VIV, 250 mM EDTA, NaCl sobresaturado) hasta la extraccion de ADN. Esta se realizd
siguiendo un protocolo estandar de deshidratacion y precipitacion con etanol y NaCl (Miller y
col. 1988).

Se amplificaron siete loci de secuencias microsatélites por medio de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador modelo Multigene de Labnet International.
Para ello, se utilizaron cebadores (primers) disefiados para el Tordo Cabeza Marrén: CB.1,
CB.12, CB.15, Map 20, Mau 25, Mau 29 y Dpu 15b (Gibbs y col. 1997, Alderson y col.1999,
Longmire y col. 2001). Para la puesta a punto del protocolo de amplificacion para cada uno de
los primers en el Tordo Renegrido, se modificd el protocolo utilizado para el Tordo Cabeza
Marron (B. Strausberger, com. pers.) realizando algunos ajustes de temperatura y nimero de
ciclos, hasta obtener una amplificacion exitosa de los 7 loci probados.

La amplificacidn final se realiz6 mediante PCR multiplex, agrupando los primers en dos
sets (set I: CB.1, CB.12 y CB.15, set II: Map 20, Map 25, Map 29 y Dpul5b) que optimizaron
la combinacion de colores de la marcacion fluorescente (FAM, VIC, PET y NED) para los pesos
moleculares de los loci. Para ambos sets se utilizd un volumen total de 10 ul con un contenido
estimado de ADN de 20 a 60 ng y un mix de reaccion conteniendo: 0,2 uM de cada uno de los
cebadores (los cebadores sentido llevaban la marcacion fluorescente para el andlisis de
fragmentos), 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 mM MgCl,, ImM PCR buffer y 0.125 U de Taq
Polimerasa (Invitrogen). Se realizé una touchdown PCR con los siguientes ciclos: una etapa
inicial de desnaturalizacion de 4 minutos a 95°C, seguida por 10 ciclos: 30 segundos a 94°C, 45

segundos bajando la temperatura de 55°C a 53°C (bajando medio grado cada 2 ciclos) y 45
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segundos a 72 °C, luego 35 ciclos: 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 53°C y 45 segundos a

72°C, seguidos por una extension final a 72°C por 40 minutos.

Genotipado

Los productos de amplificacion fueron procesados en un secuenciador Applied
Biosystems 3100-Avant Genetic Analyzer (muestras de la campafia 2008) perteneciente a
Landcare Research, Nueva Zelanda, y en un secuenciador automatico Applied Biosystems 3130
perteneciente al Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (muestras de las campafias 2009 y 2010).

El analisis de fragmentos se realizo utilizando el software libre Peak Scanner ™ v.1.0
(Applied Biosystems). Se determiné el peso molecular de los alelos para los siete loci y se
asignd el genotipo a cada una de las muestras. Los datos obtenidos a partir de la utilizacién de
diferentes secuenciadores se calibraron para corregir corrimientos en los pesos moleculares

asignados.

ANALISIS ESTADISTICOS

Célculo de los parametros poblacionales

Se utilizé el software libre Micro-checker version 2.2.3 (van Oosterhout y col. 2004) para
analizar la ocurrencia de errores de genotipado que pueden darse por mutaciones en las regiones
correspondientes a los primers, dando lugar a alelos no amplificados (alelos nulos) o bien por
artefactos en el proceso de amplificacion que producen la ausencia de alelos (allelic dropout) o
donde pueden ocurrir deleciones y por lo tanto pequefios cambios en el peso de algunos alelos
acentuando el efecto de ““stuttering” (mayor niimero de picos alrededor del pico correspondiente
al verdadero alelo) que puede dar lugar a errores de interpretacién en el proceso de genotipado.

Los parametros poblacionales fueron estimados a partir de las muestras de individuos
adultos (N=33). Para cada locus, se estudié la diversidad alélica, la heterocigosis observada y
esperada y el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando el software libre Genepop
version 4.0 en linea (Raymond y Rousset 1995). También se analizd la existencia de

desequilibrio por ligamiento entre los loci.

Analisis de parentesco

El coeficiente r es una medida continua de la similitud genética relativa entre dos
individuos respecto a dos individuos aleatorios de una poblacion de referencia y expresa la

proporcion de alelos idénticos compartidos en promedio por descendencia directa. Los valores
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teoricos que el coeficiente r puede tomar para las relaciones de parentesco mas comunes pueden
observarse en la Figura 3.1. Con la utilizacion del software libre iRel version 1.0 (Gongalves da
Silva y Russello 2011), se calcularon los coeficientes de parentesco segin Queller y Goodnight
(1989) y Lynch y Ritlands (1999) y se evalud, siguiendo la metodologia descripta en Russello y
Amato (2004), el desempefio de cada estimador segun la distribucion de frecuencias alélicas de
la muestra. Una vez seleccionado el mejor estimador, se calculd el coeficiente de parentesco
entre muestras utilizando el software libre ML-Relate (Kalinowski y col. 2006).
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Figura 3.1: Distribucién de probabilidades del coeficiente de parentesco (valor r) para individuos no
relacionados (linea con puntos), medio hermanos maternos y paternos (lineas incompletas), y hermanos
completos (linea completa) (tomado de Queller y Goodnight 1989).

El programa ML-Relate calcula el coeficiente entre individuos evaluando los casos de a
pares y utilizando el método de estimacion de r por maxima verosimilitud (Blouin 2003, Wagner
y col. 2006). Milligan (2003) demostrd que las estimaciones del coeficiente de parentesco por
este método estadistico usualmente poseen menor error que otros estimadores.

A partir de los valores de r para cada par de muestras, se identificaron aquellos pares que
correspondian a hermanos completos. Esto incluiria pares de huevos puestos por la misma
hembra y fertilizados por el mismo macho. No se utilizaron aquellos pares de huevos
correspondientes a medios hermanos dado que no se puede distinguir si son medio hermanos
paternos o maternos. El valor de corte tedrico para distinguir entre medio hermanos y hermanos
completos es r = 0.375 (ver fig. 3.1, Blouin y col. 1996). Al existir una probabilidad no nula de
asignar erréneamente una relacion de parentesco si el valor de r observado cae por fuera del

rango de valores de r esperados tedricamente, para minimizar este error se calculo el valor de
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corte especifico para las muestras del presente estudio (obtenido de utilizar las frecuencias
alélicas muestrales) utilizando el software iRel seguin el procedimiento detallado en Russello y
Amato (2004).

Una vez calculado el coeficiente r se establecié la relacion de parentesco con la mayor
probabilidad para cada par de pichones que presentaron valores de r mayores al valor de corte.
Para ello se utilizo el programa ML-Relate que compara la probabilidad de las diferentes
relaciones de parentesco posibles entre dos individuos, basado en simulaciones y en los datos
genotipicos. La robustez de estas estimaciones se puso a prueba utilizando una prueba de
hipétesis especifica para cada par de individuos, donde se plantea como relacion putativa y
relacion alternativa la de hermanos completos versus medio hermanos con 10.000 simulaciones
(Kalinowski y col. 2006). Este procedimiento permite maximizar la potencia para rechazar la
hipdtesis alternativa (p< 0,05) y de este modo reducir la probabilidad de cometer un error de tipo
| (tomar una relacion entre pichones como hermanos completos cuando son medio hermanos).
Las metodologias estadisticas que utiliza el ML-Relate para estos test son las mismas que
comunmente se utilizan en los analisis de pedigri (Marshall y col. 1998, Goodnight y Queller
1999, McPeek y Sun 2000, Kalinowski y col. 2006).

Para cada temporada reproductiva se agruparon aquellos huevos con valores de r
mayores al valor de corte empirico obtenido anteriormente y que fueron asignados
inequivocamente como hermanos completos por la prueba de hip6tesis. No se integraron al
grupo aquellos huevos que presentaron valores de r menores al valor de corte con alguno de los
miembros del grupo y/o no pudiera descartarse la posibilidad de la relacion de medio hermanos
con la prueba de hipétesis correspondiente. De esta forma se obtuvieron grupos de huevos
puestos por una misma hembra, que ademas habian sido fecundados por el mismo macho.

A partir de cada grupo de huevos se estudiod la estrategia de puesta de las hembras de la
poblacién y la constancia en los patrones de coloracion de sus huevos (ver capitulos

subsiguientes).
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CAPITULO 4

RESULTADOS GENERALES DE LOS DATOS OBTENIDOS A CAMPO Y EN EL
LABORATORIO

REcOLECCION DE HUEVOS DE TORDO RENEGRIDO

En total, se registraron 323 nidos durante las tres temporadas reproductivas, de los cuales
se colectaron 373 muestras de Tordo Renegrido. La tabla 4.1 muestra el numero de nidos
registrados por hospedador para cada temporada reproductiva y la cantidad de esos nidos que se
encontraron parasitados. La figura 4.1 muestra la posicidon geogréafica de todos los nidos dentro

de la zona de estudio. Se puede observar la agrupacion de nidos en tres parches.

Tabla 4.1: Detalle de los nidos registrados en las tres temporadas reproductivas (2008-2010) por
especie hospedadora. N: nimero de nidos encontrados, Np: nimero de nidos parasitados, I: intensidad
de parasitismo (nimero promedio de huevos parasitos por nido parasitado).

2008 2009 2010
N Np I N Np I N Np |

Calandria 77 50 2,3%18 68 42 25%16 75 43 1810

Ratona 35 14 1204 40 15 1204 21 9 1,204
Chingolo 2 2 2 2 0 0

Zorzal 0 0 0 0 1 1

Hornero 0 0 2 2 0 0

™ o

Durante la campafia 2008, 50 de los 77 nidos de calandria estaban parasitados, mientras
gue 14 de 35 nidos de ratona se encontraron parasitados. Se encontraron 2 nidos de chingolo
parasitados, uno proximo (a una distancia menor a 5 metros) a cajas nido activas de ratona y otro
proximo a un nido activo de calandria. En total, se colectaron 134 huevos de tordo. Durante la
camparia 2009 se encontraron 68 nidos de calandria, 42 de ellos parasitados. Para ratona, se
encontraron 40 nidos, 15 de ellos parasitados. También se encontraron 2 nidos de chingolo y 2
nidos de hornero parasitados, todos cercanos a nidos activos de calandria. Durante esta
temporada se colectaron 139 huevos de tordo. Ademas, se encontraron 11 pichones de tordo (6
pichones en nidos de calandria, 4 pichones en nidos de ratona y 1 en un nido de hornero), de los
cuales se tomaron muestras de sangre. Durante la campafia 2010 se encontraron 75 nidos de
calandria, 43 de ellos parasitados. En ratona, se encontraron solamente 21 nidos, de los cuales 9

fueron parasitados. Se encontré ademas un nido de zorzal parasitado cercano a un nido activo de
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calandria y un pichon de tordo en un nido de calandria. En total, en esta temporada se obtuvieron
89 muestras. La frecuencia promedio de nidos parasitados fue de 61% para calandria y 39% para
ratona. Mientras que la frecuencia de parasitismo en calandria se ajusta a lo encontrado en
trabajos previos (66%, Fiorini y Reboreda 2006), el parasitismo en ratona resultd ser menor al
60% reportado por Tuero y colaboradores (2007). ElI nimero promedio de huevos de tordo
encontrados en nidos de calandria fue de 2,2 huevos y en nidos de ratona de 1,2 huevos (Tabla
4.1).

S'Navy NGA GEBCO

13DigitalGlobe

Fig. 4.1: Imagen con la ubicacion geogréfica de todos los nidos registrados. Las marcas en amarillo
corresponden a los nidos de calandria (N = 220), las marcas en rojo a los nidos de ratona
(N =96) y las marcas en celeste a los nidos de zorzal, chingolo y hornero (N = 7)

ANALISIS GENETICOS

En total, se recolectaron 361 huevos de Tordo Renegrido durante las tres campafias, de
los cuales 187 pudieron ser genotipados exitosamente. Para los restantes 174 huevos no se
obtuvo desarrollo embrionario, a pesar de la incubacion previa por 48 hs, o la muestra de ADN
extraida no fue suficiente, en cantidad y/o calidad, como para producir intentos de amplificacion
y genotipado exitosos. Ademas, se lograron genotipar 11 de las muestras de sangre de los 12
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pichones encontrados. La tabla 4.2 muestra la cantidad de muestras que se incluyeron en los
andlisis, por hospedador y por temporada.

Tabla 4.2: Numero de muestras colectadas y genotipadas segun el hospedador donde fueron

encontradas.
N° N° muestras genotipadas
muestras
colectadas 2008 2009 2010

Calandria 311 55 69 43
Ratona 53 5 12 9
Chingolo 5 1 3 0
Hornero 0 1 0
Zorzal 1 0 0
Total 373 198

Calculo de los parametros poblacionales

Para calcular los parametros poblacionales (Tabla 4.3) se utilizaron los genotipos de los
individuos adultos. Dpu 15b presentd muchos problemas para la amplificacion por lo que fue
excluido de los analisis.

No se encontraron evidencias de desequilibrio de ligamiento entre los pares de loci, y
s6lo el marcador CB.1 mostré una desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 4.3).
Dicho marcador también mostré evidencia de presencia de alelos nulos, razén por la cual fue

excluido de los andlisis de parentesco.

Tabla 4.3: Caracteristicas de los seis loci microsatélites analizados. N: nimero de individuos
analizados, k: nimero de alelos, y su rango de pesos moleculares, Ho: heterocigosis observada, He:
heterocigosis esperada, P-val gyw: valor de significancia para el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg.

Rango

N k (pb) Ho He P-val gpw
CB.1 32 12 203-267 0.688 0.884 0.0003
CB. 12 22 14 152-248 0.955 0.905 0.7709
CB. 15 32 8 241-273 0.938 0.844 0.9831
May 20 31 14 120-172 0.903 0.840 0.2274
Mayu 25 24 10 122-154 0.917 0.850 0.2567
Mayu 29 24 11 115-179 0.708 0.811 0.1053

28



Cap. 4: Resultados generales de los datos de campo y laboratorio

Analisis de parentesco

De los dos estimadores del coeficiente de parentesco r evaluados (Lynch y Ritlands 1999, r g
y Queller y Goodnight 1989, rqg), el roc mostré mayor poder de discriminacion entre categorias
de parentesco contiguas. Por esta razon, se utilizd este estimador para los andlisis subsiguientes
con el programa ML-Relate. El valor de corte utilizado para la asignacion de hermanos
completos fue el obtenido para la muestra por el software iRel, que resulté menor al valor
teorico (r=0,363 vs r=0,375). Luego de aplicar la prueba de hipdtesis a los pares de huevos con
valores mayores de r, se identificaron 26 grupos de hermanos completos con entre 2 y 7
muestras cada uno y una media = D.E. de 3,3 £ 1,6 individuos cada grupo (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Resultado de la agrupacién de hermanos completos. Nimero de hembras para las que se
generaron grupos de hermanos completos por temporada y el nimero de muestras por grupo ordenados
de menor a mayor.

Hembras 2008 2009 2010
1 2 2 2
2 2 2 2
3 2 2 3
4 3 2 4
5 3 2
6 3 2
7 3 3
8 3 4
9 4 6
10 7 6
11 7 6

Para las temporadas 2008 y 2009 se generaron 11 grupos, respectivamente, mientras que
para la temporada 2010 se generaron 4 grupos (Tabla 4.4). Los grupos de cada temporada se
consideraron como independientes, es decir, pertenecientes a diferentes hembras.

A partir de la identificacion de grupos de hermanos completos se estudio la estrategia de
puesta de las hembras a nivel individual y la constancia en el patron de coloracion de sus huevos
(capitulos 5y 6).
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CAPITULOS5

ESTUDIO DE LA ESTRATEGIA DE USO DE NIDOS DE HOSPEDADORES POR LAS
HEMBRAS DE TORDO RENEGRIDO

INTRODUCCION

En las aves parasitas de cria es sumamente dificil la estimacion de algunos de los
pardmetros reproductivos, tales como la fecundidad (nimero de huevos puestos por temporada
reproductiva), los patrones espacio-temporales de parasitismo (tamafio del area de parasitismo y
extension de la temporada reproductiva) y la especificidad en la seleccion de la especie
hospedadora (nimero de especies parasitadas por una hembra). Esta falta de informacion se debe
fundamentalmente a la dificultad de realizar observaciones sobre el comportamiento
reproductivo de los individuos como consecuencia de la ausencia de comportamientos parentales
claros alrededor de un nido, la dificultad de determinar el momento de puesta de cada hembra,
su alta movilidad al alejarse del nido que parasita para alimentarse o pernoctar, y la dificultad de
asignar los huevos o pichones a una determinada hembra (Fitch y Shugart 1984, Fleischer 1985).

La reciente disponibilidad de marcadores genéticos altamente variables, tales como los
microsatélites (Queller y col. 1993), ofrece una nueva metodologia para los estudios
reproductivos en poblaciones de aves parasitas a través de la inferencia del comportamiento de
puesta individual de las hembras a posteriori (Hahn y Fleischer 1995, Gibbs y col. 1997, Jones y
col. 1997, Marchetti y col. 1998, Alderson y col. 1999, Hahn y col. 1999, Sorenson y Payne
2002, Strausberger y Ashley 2003, Ellison y col. 2006, Langmore y col. 2007, Hauber y col.
2012, Rivers y col. 2012). Su alta variabilidad y su herencia co-dominante han permitido
establecer relaciones de parentesco incluso en ausencia del genotipo de los padres (Emery y col.
2001, Smith y col. 2001, Strausberger y Ashley 2003).

Para el Tordo Cabeza Marron, diferentes autores han reportado un porcentaje variable de
coexistencia de hembras hospedador-especialistas y otras hospedador-generalistas en
poblaciones geograficamente distantes (Alderson y col. 1999, Woolfenden y col. 2003,
Strausberger y Ashley 2005). También se encontr6 una flexibilidad a nivel individual en la
estrategia de puesta de estas hembras, con una especificidad que puede estar asociada a la
disponibilidad y/o calidad del hospedador y que puede variar para diferentes temporadas
reproductivas (Woolfenden y col. 2003). La estrategia de parasitismo puede depender ademas de
la densidad de hembras parésitas, que se relaciona con la intensidad de la competencia por el

acceso a los nidos (Rivers y col. 2012).
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En el caso del Tordo Renegrido, que al igual que el Tordo Cabeza Marrdn es altamente
generalista a nivel poblacional, evidencias indirectas sugieren que las hembras no depositan sus
huevos en nidos al azar, sino que parasitan preferencialmente nidos de determinadas especies
(L6pez Ortiz y col. 2006, Mahler y col. 2007). Esta preferencia puede variar entre diferentes
comunidades de aves dependiendo de las especies hospedadoras que las componen (De Marsico
y col. 2010). En un estudio en Puerto Rico se observo, dentro del marco de un programa de
control de Tordos Renegridos, que al remover huevos y pichones del parasito de nidos de un
determinado hospedador, se reducia el nivel de parasitismo en esa especie pero no en otras
(L6pez-Ortiz y col. 2006). En base a estos resultados los autores sugirieron que las hembras
tendrian un comportamiento de puesta hospedador-especialista. En otra investigacion realizada
sobre la poblacion de estudio del presente trabajo, Mahler y colaboradores (2007) encontraron
evidencias indirectas que apoyan una preferencia en la seleccion de ciertos hospedadores por
parte de las hembras: la secuenciacion de un fragmento de la region control de ADN
mitocondrial mostré una diferenciacion genética entre las hembras de Tordo Renegrido que
parasitaban hospedadores con distintos tipos de nido (cavidades vs. nidos abiertos). Los autores
sugirieron que estas preferencias estarian dadas por un proceso de “imprinting”. Este proceso
fue propuesto para otros parasitos de cria y se basa en que los pichones generan una asociacion
con alguna caracteristica morfoldgica, comportamental o ecoldgica del hospedador vy al llegar a
la edad reproductiva, buscan esa caracteristica para poner sus huevos, resultando en matrilineas
hospedador-especificas (Mosknes y Rgskaft 1995, Teuschl y col. 1998, Payne y col. 2002,
Langmore y Kilner 2007). Otras evidencias indirectas encontradas en el sitio de estudio apoyan
la preferencia por el uso de hospedador en el Tordo Renegrido: comparaciones de la puesta de
los tordos en calandrias y ratonas mostraron diferencias morfoldgicas entre huevos encontrados
en los nidos de ambos hospedadores (de la Colina y col. 2010, Tuero y col. 2012) y
comportamientos hospedador-especificos donde la sincronizacion de la puesta y el
comportamiento de picaduras de huevos entre estos dos hospedadores varian (Fiorini y col.
2009a). Sin embargo, las evidencias sugieren que la preferencia por un hospedador no es total y
que puede haber eventos de cambio de hospedador (Mahler y col. 2007). Como para cualquier
sistema de reconocimiento, el “imprinting” puede tener errores (Sherman y col. 1997) y una
hembra en ciertas ocasiones podria depositar huevos “errébneamente” en nidos de hospedadores
distintos al que la crio (Davies 2000, Cherry y Bennett 2001, Moksnes y Rgskaft 1995, Starling
y col. 2006, Mahler y col. 2007, Di Giacomo y col. 2010).

La inversion parental mas importante que una hembra parasita puede hacer es elegir

adecuadamente donde y cuando poner sus huevos, siendo critica su evaluacion en cuanto a la
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presencia de hospedadores (Teuschl y col. 1998, Hahn y col. 1999, Langmore y Kilner 2007), la
eleccion del nido (Soler y col. 1995, Polac¢ikova y col. 2008, Fiorini y col. 2009a, Soler y Pérez-
Contreras 2012) y la sincronizacion con la puesta de los huevos del hospedador (Davies y
Brooke 1988, Ellison y col. 2006, Moskat y col. 2006, Fiorini y col. 2009b). Se ha sugerido que
las hembras evitarian utilizar un nido que ya ha sido parasitado para evitar la competencia entre
los pichones parasitos (Strausberger 1998, Hahn y col. 1999, Trine 2000, Hoover 2003,
McLaren y col. 2003, Moskat y col. 2006, Goguen y col. 2011). Sin embargo, si el hospedador
es capaz de criar a mas de un pichon parasito, esta competencia co-especifica podria ser menos
costosa que invertir tiempo y energia en la busqueda de un nuevo nido (Martinez y col. 1998). El
parasitismo multiple es bastante comun en el Tordo Renegrido (Ortega 1998, Gloag y col. 2012)
y esta dado por una ausencia de territorialidad y comportamientos defensivos por parte de las
hembras parasitas (Mermoz y Reboreda 2003). Para el Tordo Cabeza Marrdn, varios estudios
reportan que pese a que esta especie presenta defensa de territorios durante la temporada
reproductiva, en determinadas poblaciones ocurre parasitismo mdltiple con varias hembras
parasitando el mismo nido o bien una misma hembra parasitando varias veces el mismo nido
(“parasitismo repetido”; Alderson y col. 1999, Hahn y col. 1999, McLaren y col. 2003, Ellison y
col. 2006). Esto se da con particular frecuencia cuando hay una alta densidad de hembras y una
baja disponibilidad de nidos (Strausberger y Ashley 2003, Rivers y col. 2012). Para el Tordo
Renegrido, en cambio, no se han encontrado eventos de parasitismo repetido. Gloag y col.
(enviado) no encontraron ningun caso de una hembra utilizando el mismo nido méas de una vez y
Kattan (1997) y Lyon (1997) encontraron que las hembras utilizan siempre la misma colonia de
hospedadores (de Ratona Comun y Varillero Agelaius ruficapillus, respectivamente) con una
alta tasa de parasitismo multiple pero ningln evento de parasitismo repetido.

No hay evidencias directas de la tasa de fecundidad efectiva (nUmero de huevos puestos
por temporada reproductiva) de las hembras de Tordo Renegrido, aunque existe una estimacion
de 120 huevos (Kattan 1993) por hembra. Este valor maximo fue calculado por medio del
estudio del tamafio de los foliculos post-ovulatorios en hembras capturadas en el Valle del
Cauca, Colombia, y fue sugerido como la fecundidad potencial para una temporada reproductiva
de 6 meses (G. Kattan, com. pers.). También se ha propuesto que la fecundidad se encuentra
influenciada por la disponibilidad de nidos hospedadores (Holford y Roby 1993).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el patrén individual de puesta de las hembras de
tordo, analizando la eleccion de la especie hospedadora, el patron temporal de puesta y el patron

espacial de puesta en cuanto al territorio y los nidos utilizados.
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METODOS

Los datos analizados en este capitulo fueron los correspondientes a los huevos de Tordo
Renegrido recolectados durante las temporadas reproductivas 2008, 2009 y 2010. La estrategia
de puesta a nivel individual se analiz6 en base a las 26 hembras de Tordo Renegrido inferidas a
partir de la identificacion de grupos de hermanos completos segun lo detallado en el capitulo
anterior (Tabla 4.4).

Para analizar la distribucion espacial de los nidos parasitados por una misma hembra se
utilizaron las coordenadas obtenidas de la ubicacion de los nidos de origen de todos los huevos
colectados como se detalld en el capitulo 2 y se midieron las distancias entre todos esos nidos
utilizando el paquete “Geosphere” (Hijmans y Williams 2012) para el software libre R. El
analisis de distribucion de nidos se llevd a cabo por medio del test no paramétrico de
Kolmogorov-Smirnov, realizado con el programa InfoStat v.2012 (Di Rienzo y col. 2012). Se
compararon las distribuciones de los datos de distancia de los nidos parasitados con huevos
emparentados (i.e. pertenecientes a la misma hembra) y la distribucién de los datos de distancia
de los huevos no emparentados. Para el primer grupo se incluyeron las 87 muestras (85 huevos y
2 pichones) asignadas a 26 hembras, mientras que para el segundo grupo se incluyeron 111
muestras (102 huevos y 9 pichones) con valores de r < 0,363 entre si. Esto gener6 131 valores de
distancia para las muestras del primer grupo, correspondientes a las distancias entre los nidos
con descendencia de una misma hembra. Para el segundo grupo se obtuvieron 5460 valores de
distancia, correspondientes a las distancias entre nidos con huevos no emparentados.

Para el analisis de especificidad del hospedador y repetitividad en el uso del nido por las
hembras de tordo, se utilizaron los registros de identidad de la pareja reproductora de los nidos
utilizados, el namero de intento reproductivo y las fechas de inicio y finalizacién de cada uno de
los nidos (Capitulo 2). Para algunos nidos no se pudo determinar la fecha de iniciacion al haber
sido encontrados durante el periodo de incubacion y predados antes de la eclosion (2008: 3
nidos; 2009: 5 nidos; 2010: 1 nido). Para otros nidos se encontraron huevos de tordo pero no del
hospedador (2008: 1; 2009: 3). Sin embargo, el numero de intento reproductivo pudo
determinarse sin ambigiiedad en todos los casos al no encontrar mas de un nido activo por
territorio simultaneamente. Para la fecha de puesta de los huevos de tordo se utilizé la fecha
exacta de puesta en los casos en que pudo ser determinada y se estimo la fecha de puesta como
el dia medio del rango probable de puesta que incluye la puesta y los primeros dias de
incubacion del hospedador (3 dias para calandria y 5 para ratona, Fiorini 2007) en los casos en
los que la fecha no pudo ser determinada con exactitud. En los casos donde el nido no fue

visitado en dias consecutivos (i.e. dia por medio), se presumié que en la mitad de los casos, el
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huevo era puesto el dia antes y en la otra mitad de los casos el mismo dia que se encontré el
huevo (Fiorini 2007).

Se estim¢ la fecundidad potencial maxima para las hembras de tordo del area de estudio
multiplicando la tasa de puesta maxima encontrada por Kattan (1993, de 0,66 de huevos puestos
por dia) por el rango maximo de puesta (en dias) encontrado a nivel individual para las hembras
estudiadas. Esta estimacion representa el limite superior de fecundidad, ya que no toma en
cuenta las variaciones en la tasa de puesta a lo largo de la temporada reproductiva que podrian

existir para cada hembra, como tampoco las variaciones en los periodos de puesta entre hembras.

RESULTADOS

El anélisis de distribucion espacial mostré que los nidos parasitados por la misma
hembra tienen una distribucién espacial significativamente diferente a la distribucion espacial de
los nidos parasitados con huevos no emparentados (Test de Kolmogorov-Smirnov, KS=0,54, p <
0,01, Fig. 5.1). Los nidos con huevos emparentados se encontraron mas cercanos entre si, con
una distancia promedio de 488,72 metros. La mayoria de los huevos puestos por una misma
hembra (73%) se encontraron a menos de 600 metros dentro del mismo parche de colecta (Fig.
4.1). En contraste, los huevos puestos por diferentes hembras mostraron una distribucion
bimodal, con huevos puestos en el mismo parche y en parches distantes.

0,4

0,3
® Huevos Hermanos
Completos
0,2
® Huevos No Relacionados
o’l l I
0 '.‘ inl I I I I -

0-0.2 0.2-0.4 0.4-06 0608 0810 1.0-1.2 1.2-14 1.4-16 1.6-1.8 1.8-2.0 2.0-2.2 2.2-24 2.4-2.6 2.6-:2.8 2.8-3.0 3.0-3.2 32-34 3.4-36 3638
Distancia (Km)

Proporcién de Huevos

Figura 5.1: Distribucién espacial de los nidos parasitados con huevos de la misma hembra (azul) y con
huevos no emparentados (rojo). Test de Kolmogorov-Smirnov, KS=0,54, p<0,01.

El anéalisis temporal mostrd una temporada de puesta promedio de 86,6 dias para los tordos

renegridos del area de estudio (Tabla 5.1). En general, el primer huevo aparecié durante la
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primera quincena de octubre y el ultimo huevo parésito se observo durante los primeros diez
dias de enero. El periodo de puesta individual maximo fue de 79 dias (Fig. 5.2). Para esta
hembra se encontraron 7 huevos desde el 9 de octubre al 27 de diciembre de 2008. Esto indica
que al menos algunas de las hembras paréasitas depositan sus huevos en los nidos de las especies
hospedadoras a lo largo de toda la temporada reproductiva. Por otro lado, se observé un valor
maximo de tasa de puesta de 0,67 huevos por dia, correspondiente a 4 huevos encontrados para
una hembra en un rango temporal de 6 dias (Fig. 5.2). Este valor es similar al documentado por
Kattan (1993) de 0,66 huevos por dia. Tomando este valor, la fecundidad potencial por
temporada para una hembra de Tordo Renegrido seria de 52 huevos, considerando la tasa
maxima de puesta a lo largo de toda la temporada (temporada individual maxima = 79 dias).

Tabla 5.1: Detalle de las fechas y duracion de cada temporada de puesta

Fecha de puesta del

orimer huevo Fecha de puesta del dGltimo

Duracion de la

Temporada encontrado de la huevo encontrado de la temporada (dias)
temporada
temporada
2008 3 de Octubre 6 de Enero del 2009 95
2009 10 de Octubre 5 de Enero del 2010 87
2010 12 de Octubre 27 de Diciembre del 2011 76
8 -
7 - @ @
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o
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Figura 5.2: Nimero de huevos encontrados en funcion del rango temporal de puesta para las 26
hembras estudiadas.

De las 26 hembras estudiadas, 21 pusieron sus huevos en los nidos de una Unica especie
hospedadora. Veinte utilizaron exclusivamente nidos de calandria y una utiliz6 Unicamente nidos
de ratona (Fig. 5.2). Las cinco hembras restantes utilizaron el nido de mas de una especie

hospedadora, cuatro parasitaron calandria y ratona, y una, calandria y chingolo. Sin embargo, se
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puede ver que salvo para una de estas hembras, para la que se encontraron Unicamente dos
huevos (Hembra 1, Afio 2009, Fig. 5.2), hay una preferencia por alguno de los hospedadores

utilizados, ya que la mayoria de los huevos se encuentran en los nidos de uno de ellos (Fig. 5.2).

Numero de huevos
O R N W b U1 OO N

123 456 7 8 910111 2 3 45 6 7 8 9101111 2 3 4

2008 2009 | 2010 |
Hembras

Figura 5.2: Detalle de los hospedadores utilizados por cada una de las 26 hembras estudiadas:
calandria (azul), ratona (rojo) y chingolo (verde).

Para las 25 hembras que parasitaron el mismo hospedador mas de una vez, se encontrd
que en 15 casos parasitaron siempre a parejas diferentes. Para 10 hembras, se encontraron
huevos en nidos de la misma pareja reproductiva. Cuatro hembras parasitaron exclusivamente
intentos reproductivos diferentes, correspondientes tanto a intentos sucesivos como espaciados.
Para seis hembras se encontraron huevos en el nido durante el mismo intento reproductivo, y
para una de ellas, dos veces en dos parejas reproductivas diferentes. Esto indica que al menos
seis hembras realizaron parasitismo repetido. La utilizacién del mismo nido se realiz6 con uno a

cuatro dias de diferencia.

DiscusiON

El estudio de la puesta de Tordo Renegrido indico que la mayoria de las hembras
presentaron una alta fidelidad a un sitio de puesta. Los huevos puestos por la misma hembra se
encontraron mayormente a menos de 1 km de distancia, con una distancia promedio de 488 m.
Estos resultados son consistentes con los encontrados por R. Scardamaglia (com. pers.) que
estudio el patron de movimiento de esta especie durante la época reproductiva mediante
radiotelemetria y determind que el area de actividad de las hembras de tordo fue en promedio de
25,4 ha. Esta area incluyo los eventos de parasitismo y la busqueda de nidos disponibles. Los

resultados de nuestro trabajo indican que las hembras se mueven en un &rea acotada para
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parasitar los nidos de los hospedadores y mantienen esta area a lo largo de la temporada
reproductiva.

La tasa de puesta (0,67 huevos por dia) y la fecundidad potencial estimada de 52 huevos
representan los valores maximos encontrados para una hembra. Los datos de este estudio no
permiten calcular una fecundidad promedio, ya que las diferencias en las tasas y en los rangos
temporales de puesta encontrados entre hembras pueden ser consecuencia de que no se
recolectaron y genotiparon todos los huevos pertenecientes a cada individuo y no a una
diferencia real entre individuos en estos parametros. El valor maximo para la tasa de puesta
encontrado en nuestra poblacion de estudio es similar al estimado por estudios morfoldgicos
para una poblacion de Centroamérica de 0,6 huevos por dia (Kattan 1993, Rueda-Cediel y col.
2008).

Dentro del area de puesta, las hembras utilizaron preferentemente una de las especies
hospedadoras. Se encontré una mayor frecuencia e intensidad de parasitismo en nidos de
calandria que de ratona (Tabla 4.1) y un mayor ndmero de hembras parasitando calandrias
exclusivamente (20 hembras de tordo con todos sus huevos encontrados en nidos de calandria
vs. 1 hembra de tordo con todos sus huevos encontrados en nidos de ratona). Esto sugiere una
preferencia de las hembras de este sitio de estudio hacia los nidos de calandria, apoyando la
hipotesis de que el Tordo Renegrido prefiere ciertos hospedadores a nivel poblacional (Mason
1986, De Marsico y col. 2010). Por otro lado, se podria argumentar que un muestreo incompleto
de nidos parasitados podria sesgar los resultados sobre el comportamiento de puesta individual
de las hembras parasitas (Strausberger y Ashley 2005) y que no se hayan encontrado huevos de
estas hembras en nidos de hospedadores alternativos. Sin embargo, realizamos el muestreo sobre
las especies con mayor frecuencia de parasitismo en la zona de estudio, lo que nos asegura haber
colectado la mayoria de los huevos parasitos. Otras especies hospedadoras poseen frecuencias de
parasitismo considerablemente menores en esta zona (Sicalis flaveola 8%, Furnarius rufus 20%,
Agelaioides badius 20%, Mason 1986) y en algunos casos no estan disponibles en el area de
estudio, como es el caso del Varillero y del Pecho Amarillo Pseudoleistes virescens, que
nidifican en bafados.

El uso de la misma area de puesta durante toda la temporada llevé a la utilizacion de
nidos de diferentes intentos reproductivos de la misma pareja hospedadora por parte de cuatro
hembras parasitas. Ademas, se encontro que el mismo nido fue utilizado mas de una vez por la
misma hembra parasita en seis casos. Como consecuencia de la utilizacién de la misma area de
puesta por varias hembras de tordo, el parasitismo mdltiple es muy comuUn en esta especie

(Ortega 1998) vy, en particular, en este sitio de estudio (Gloag y col. 2012). Sin embargo, no se
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habian reportado hasta el momento eventos de parasitismo repetido por una misma hembra de
Tordo Renegrido (Kattan 1997, Lyon 1997, Gloag y col. enviado). El parasitismo mudltiple
representa un costo para una hembra, por el riesgo de predacion, las picaduras de los huevos por
otros tordos y la competencia entre pichones parasitos, mas aun si se trata de su propia
descendencia. Martinez y colaboradores (1998) plantearon la hipotesis de que esta estrategia
puede ser beneficiosa cuando los costos del parasitismo multiple son superados por el beneficio
de seleccionar un hospedador capaz de criar exitosamente a mas de un pichén parasito, sobre
todo en presencia de una baja disponibilidad de nidos (Lyon 1997). Se ha observado que ambas
especies hospedadoras son capaces de criar con éxito a mas de un pichon parésito (Fraga 1985,
Tuero 2004, Fiorini 2007). Sin embargo, se observé una mayor frecuencia de parasitismo
multiple en calandria (el 57% de los nidos parasitados versus el 21% en ratona) y existen
evidencias de que las calandrias crian con mayor frecuencia que la ratona a mas de un pichén
pardsito exitosamente (Fraga 1985, Fiorini 2007). En ratona existe una alta mortandad de
pichones parasitos en nidos con parasitismo multiple (Tuero 2004, Kattan 1997). Tuero (2004)
sugirié que la mortalidad de estos pichones seria atribuible a la competencia intraespecifica y no
interespecifica.

Por otro lado, los eventos de parasitismo repetido podrian estar dados por la
disponibilidad de nidos del hospedador. Un anélisis detallado de la disponibilidad de nidos (en
puesta e incubacién temprana, Fiorini y col. 2009a) para los casos en que la hembra utilizo el
mismo nido por segunda vez mostro que para 5 de los 6 casos encontrados, habia entre 3 y 5
nidos disponibles de esa especie hospedadora en el momento de puesta. Para el otro caso habia
Unicamente un nido disponible. Aunque no se puede descartar que los otros nidos no hayan sido
detectados por las hembras, estas evidencias sugieren que las hembras no evitan activamente
parasitar el mismo nido. Una estrategia de puesta podria estar dada por la utilizacién de nidos al
azar dentro de los posibles candidatos. Si este fuese el caso, es posible que la presencia de
eventos de parasitismo repetido sea el resultado de la densidad de nidos, donde existe una mayor
probabilidad de repetir el nido por azar en un area con menor densidad de nidos respecto a un
area con mayor densidad.

Al igual que lo encontrado para el Tordo Cabeza Marron (Alderson y col. 1999,
Woolfenden y col. 2003, Strausberger y Ashley 2005), nuestra poblacion de estudio estaba
compuesta por hembras hospedador-especialistas (N=21) y por hembras “generalistas”, que
utilizaron los nidos de mas de un hospedador (N=5). Sin embargo, para las hembras para las que
se encontraron mas de dos huevos (N=4), se encontré una preferencia por uno de los

hospedadores utilizados. Estudios indirectos habian sugerido una preferencia en el uso de
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hospedadores relacionada con el tipo de nido (Mahler y col. 2007), diferenciando genéticamente
a las hembras que parasitan ratonas (nidos en cavidades) de las que parasitan calandrias y
chingolos (nidos abiertos). Nuestros resultados muestran que en cuatro casos las hembras
utilizan tanto nidos abiertos como cerrados, lo que podria explicar la asociacion imperfecta
encontrada entre el tipo de nido y el marcador genético por Mahler y col. (2007). Se ha
planteado que una asociacion débil en el proceso de “imprinting” puede conducir a errores de
reconocimiento y en consecuencia a un cambio de hospedador (De Marsico y col. 2010). Errores
de reconocimiento de hospedadores han sido documentados recientemente en el Tordo Pico
Corto (Di Giacomo y col. 2010). Los autores reportan casos de hembras que parecen haber
confundido nidos de su principal hospedador con nidos cercanos de especies que no habian sido
reportadas como hospedadoras. A pesar de que estos eventos de parasitismo fracasaron, los
autores sugieren que si hubieran sido exitosos podrian haber resultado en la incorporacion de
estas especies como hospedadoras del Tordo Pico Corto.

Si bien es necesario investigar con mayor profundidad las caracteristicas que generan el
“imprinting” en el Tordo Renegrido, se espera que los errores de reconocimiento ocurran entre
hospedadores con caracteristicas similares (tamafio, tipo de nido, etc.), o alternativamente, que
ocurra por la cercania de nidos. En este estudio se encontraron hembras parasitas utilizando
simultaneamente calandrias y ratonas, dos hospedadores con caracteristicas diferentes, tanto en
la morfologia como en el tipo de nido, y con los nidos lo suficientemente alejados como para
descartar un error como el reportado por Di Giacomo y colaboradores (2010). El parasitismo de
una hembra en ambas especies también fue registrado por Gloag y colaboradores (enviado)
durante las filmaciones de los nidos hospedadores. Estos resultados sugieren que la preferencia
por una especie hospedadora podria ser parcial o bien presentar cierta plasticidad en algunas
hembras de acuerdo a las condiciones ambientales. Para el Tordo Cabeza Marron se ha
encontrado flexibilidad en la puesta dependiendo de la densidad de las hembras paréasitas
(Alderson y col. 1999, Hahn y col. 1999, McLaren y col. 2003, Ellison y col. 2006, Rivers y col.
2012) vy la disponibilidad de nidos para parasitar (Strausberger y Ashley 2003, Rivers y col.
2012). Asimismo, en el cuclillo Chalcites basalis, se encontro cierta plasticidad en la preferencia
por el hospedador y el habitat, que permite utilizar hospedadores secundarios cuando el principal
no se encuentra espacial- o temporalmente disponible (Langmore y Kilner 2007).

En nuestra poblacion, la disponibilidad de nidos tampoco explicaria la utilizacion de
nidos de hospedadores no preferidos. Se realizd un andlisis de la disponibilidad de nidos para
tres hembras que utilizaron un hospedador alternativo (hembras numero 9 de la temporada 2008,

y 7y 9 de la temporada 2009, Fig. 5.2). Para la hembra 5 de la temporada 2008 no se pudo
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estimar la fecha de puesta del huevo encontrado en el nido de chingolo y por lo tanto, no se pudo
estimar la disponibilidad de nidos de calandria para el momento de puesta. El analisis mostro
que en el dia en que las tres hembras parasitaron al hospedador alternativo, habia nidos del
hospedador preferido disponibles (3, 5 y 3, respectivamente), vs. 3, 2 y 4 del hospedador
alternativo. Estas evidencias sugieren que la eleccion del nido no esta guiada exclusivamente por
la disponibilidad de nidos, aunque no podemos confirmar cuantos de los nidos disponibles
habian sido detectados por las hembras parasitas.

En el contexto de otros comportamientos, existen varios estudios que plantean que las
preferencias parciales podrian ser explicadas tanto por errores como por una estrategia de
“sampling” o “muestreo” (Krebs y col. 1977, Rechten y col. 1983). Esta estrategia consiste en
un monitoreo regular de las opciones no preferidas y es favorecida en condiciones de
variabilidad de los recursos. De esta manera, independientemente de los recursos disponibles,
una estrategia similar puede estar siendo utilizada regularmente por las hembras parasitas. Los
estudios de radiotelemetria en nuestra zona de estudio muestran que las hembras pasan la noche
en dormideros comunales, de los cuales parten antes del amanecer para parasitar a sus
hospedadores (Scardamaglia, com. pers.). Un alto porcentaje de los eventos de parasitismo
ocurre con varias hembras de tordo (hasta 4) arribando simultaneamente al nido (Fraga 1985,
Gloag, com. pers.). Estas observaciones sugieren que las hembras de tordo podrian detectar un
nido disponible observando a otras hembras dentro de su area reproductiva. El “muestreo” de
otras especies hospedadoras podria ocurrir al seguir a otras hembras, implicando un bajo costo
para la hembra parasita.

En resumen, nuestros resultados muestran que las hembras utilizan un area acotada para
efectuar los eventos de parasitismo a lo largo de toda la temporada reproductiva y que esta area
es compartida por varias hembras llevando a eventos de parasitismo mdltiple. Asimismo
encontramos eventos de parasitismo repetido, que a diferencia de lo encontrado para el Tordo
Cabeza Marron pareceria no estar influenciado por la disponibilidad de nidos del hospedador
preferido en el momento de puesta. En la mayoria de los casos, las hembras utilizan una Unica
especie hospedadora. Sin embargo, en la poblacion también encontramos una baja proporcion de
hembras ‘“generalistas” que parasitaron mas de un hospedador, aunque siempre
mayoritariamente a uno de ellos. Aunque no esta claro el mecanismo que lleva a estos cambios
ocasionales en el uso del hospedador, explica la ausencia de linajes maternos perfectos reportada
por Mahler y col. (2007).
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CAPITULO 6

ESTUDIO DE LA CONSTANCIA ANIVEL INDIVIDUAL EN LOS PATRONES DE
COLORACION DE LOS HUEVOS DE TORDO RENEGRIDO

INTRODUCCION

Existen muchas hipétesis que intentan explicar la enorme variacion en el patron de
manchas y en la coloracion de fondo entre los huevos de diferentes especies de aves e incluso
entre las hembras de una misma especie. Las mas tradicionales incluyen cripsis (Wallace 1890,
Lack 1958), filtrado de la radiacion solar (Montevechi 1976), aposematismo (Swynnerton 1916),
estrategias que reducen la variabilidad dentro de la nidada para evitar predadores y/o parasitos
de cria (ver revision de Kilner 2006), o seleccién sexual (Moreno y Osorno 2003, Moreno y col.
2006, Hanley y Doucet 2009, Avilés y col. 2011) aunque esta ultima hipotesis se encuentra
actualmente bajo debate (Cherry y Gosler 2010, Riehl 2011, Cassey y col. 2012, Stoddard y col.
2012).

En los sistemas parasitos de cria — hospedador, la interaccion entre ambos es una de las
principales fuerzas de seleccién gque actla sobre la variacion en la apariencia de los huevos
(Dien y col. 1995, Soler y Mgller 1996, Lahti y Lahti 2002). El caso mejor estudiado es el del
Cuclillo Comun Cuculus canorus, que es generalista a nivel poblacional y presenta huevos con
un alto grado de polimorfismo, pero donde las hembras de un linaje hospedador-especifico
ponen huevos muy similares entre si y miméticos con los de su hospedador (Brooke y Davies
1988, Moksnes y Raskaft 1995, Gibbs y col. 2000, Avilés 2008, Stoddard y Stevens 2010). Este
mimetismo surge de un proceso co-evolutivo en el que los hospedadores rechazan los huevos
distintos a los propios y en respuesta a ello, en los parasitos se ve favorecida la evolucion de
huevos miméticos con los del hospedador (Davies 2011). Esta interaccién implica la existencia
de linajes hospedador-especificos, donde las hembras comparten el uso del hospedador y la
coloracion de sus huevos con sus madres (Gibbs y col. 2000). Sin embargo, este proceso es
improbable en especies parasitas donde cada hembra utiliza mas de una especie hospedadora, no
existen linajes hospedador-especificos (Stokke y col. 2002), o los hospedadores no ejercen una
presién de seleccion sobre la coloracion de los huevos al no presentar comportamiento de
rechazo de huevos parasitos.

En el caso del Tordo Renegrido, que presenta un alto grado de polimorfismo en el patrén
de coloracion de sus huevos tanto en el color de fondo como en el patron de manchas (Fig. 6.1),

se ha encontrado una diferenciacion en el color y el tamafio de los huevos puestos en nidos de
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calandria y ratona (de la Colina y col. 2010). Sin embargo, no se encontraron evidencias de
mimetismo con los huevos de los hospedadores, lo cual sugiere que estas diferencias no

surgirian por una presion de seleccion de las especies hospedadoras.

Figura 6.1: Huevos de Tordo Renegrido colectados en el sitio de estudio.

A pesar del alto grado de polimorfismo a nivel poblacional, se ha sugerido que cada
hembra de tordo pone huevos en apariencia muy similares entre si (Hudson 1874, Kattan 1997,
Lyon 1997). Esto se ha demostrado para otras especies de aves, donde se encontro que el patron
de coloracion de los huevos de cada hembra es constante a lo largo de su vida (Collias 1993,
Fleischer 1985, Dufty 1983, Gosler y col. 2000). Sobre esta base, otros estudios han demostrado
que por medio de comparaciones visuales se pueden agrupar los huevos puestos por una misma
hembra con la precision suficiente como para investigar las estrategias individuales de puesta en
diferentes especies paréasitas de cria (Gibbons 1986, Jackson 1992, Lyon 1993a, b, McRae y
Burke 1996, Fleischer 1985). Estudios recientes han utilizado herramientas moleculares para la
asignaciéon de huevos a las hembras parasitas, corroborando la constancia en los patrones
individuales de coloracién (Langmore y col. 2007, Moksnes y col. 2008).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la coloracion de los huevos de las hembras de
Tordo Renegrido, mediante técnicas espectrofotométricas y analisis de fotografias digitales, y
analizar la similitud de los huevos asignados genéticamente a la misma hembra en cuanto al
color de fondo y al patron de manchas. Los resultados de este trabajo conforman la primera
evidencia directa sobre el patron individual de coloracion de los huevos en las hembras de Tordo

Renegrido.

METODOS

Para los analisis de coloracion se incluyeron las hembras con huevos asignados para la
temporada 2008. Se estudiaron los siguientes aspectos de los huevos: 1) la coloracién, por medio
de un analisis espectrofotométrico, 2) el patron de manchas, por medio de un analisis de
fotografias, y 3) la morfometria, con las medidas del largo y ancho méximo de cada huevo,

tomadas con un calibre con un error de 0,1 mm.
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Analisis espectrofotométrico

El color puede caracterizarse por tres propiedades: brillo, tono y croma. El brillo es la
cantidad de luz reflejada dentro del rango espectral sensible para cada organismo, el tono es la
longitud de onda que presenta mayor reflectancia y es el atributo que diferencia el color, y el
croma es la intensidad cromatica o pureza de un color. EI croma es la medida de saturacion
espectral del color e indica qué porcion de las ondas reflejadas, o sea el brillo, se da en las
longitudes de onda cercanas al tono.

La coloracion de cada huevo fue cuantificada con un espectrofotémetro Ocean Optics
2000 (Ocean Optics, Inc., Dunedin, Florida). Este dispositivo posee una sonda de fibra dptica
que ilumina la superficie con una fuente de luz de xendn pulsatil PX-2 (con un rango de
transmision efectivo de 220 a 750 nm) y toma las medidas de reflectancia con una resolucién de
0.35 nm. EI extremo de la fibra se coloc6 en un tubo de goma negro manteniendo constante
tanto la distancia de medicion entre la superficie de la c&scara del huevo y el extremo de la fibra
(22 mm = 0.1 mm), como el angulo de apoyo (90° respecto de la superficie). Cada medicién se
tomo en un &rea de 6 mm de diametro calibrando antes de la medicion de cada huevo con un
blanco estandar, correspondiente a una muestra de sulfato de bario siguiendo el protocolo de
Osorio y Ham (2002), y con un negro estandar que se obtuvo apagando la fuente de luz. Se
trabajo con los datos espectrales entre los 350 y 700 nm. Aunque el rango entre los 300 y 350
nm es relevante para la percepcion de las aves, se excluyeron estos valores de reflectancia por
presentar ruido en las mediciones. Para los analisis se redujeron los datos de cada espectro de
1147 a 138 valores, calculando la mediana para intervalos de 3 nm (Cuthill y col. 1999).

Sobre cada huevo se realizaron 9 mediciones: 3 sobre la parte central, 3 sobre el polo
menor y 3 sobre el polo mayor. Para los analisis se utilizo el espectro resultante del promedio de

estas 9 mediciones.

Analisis de las imagenes fotograficas

Se tomaron cuatro fotografias de cada huevo utilizando una camara Nikon Coolpix 4500:
dos laterales opuestos, el polo menor y el polo mayor. Evaluando en su conjunto las tres
regiones fotografiadas, se le asignd una categoria a cada huevo para tres caracteristicas, segun el
procedimiento descripto por Gosler y col. (2000 y 2005):

1) intensidad en el color de las manchas (0-5): el cero corresponde a la ausencia de
manchas y los valores van aumentando desde manchas palidas a manchas intensas (Fig.

6.2 a).
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2) distribucion de las manchas (0-5): a los huevos inmaculados se les asigno el cero y los
valores aumentan con una distribucion mas uniforme de las manchas. Se asigna el valor 1
cuando mas del 80% de las manchas se encuentran concentradas en el polo mayor y 5
cuando las manchas se encuentran uniformemente distribuidas (Fig. 6.2 b).

3) tamafio de las manchas (0-3): el cero corresponde a la ausencia de manchas
asignandose el mayor valor a manchas més grandes (Fig. 6.2 c).

Figura 6.2: Rango para cada caracteristica del patron de manchas. a) Intensidad del color de la
mancha, b) distribucién de las manchas, y ¢) tamafio de las manchas.

Andlisis estadisticos

Como cada uno de los espectros de los huevos obtenidos consiste en muchas variables
dependientes, se realiz6 un PCA (Analisis de Componentes Principales). El primer factor de los
componentes principales (PC1) de un espectro de reflectancia de objetos naturales describe
tipicamente la variacion media del espectro, que se correlaciona principalmente con el brillo
(Endler 1990, Endler y Théry 1996), mientras que los otros factores representan la variacion en
la forma del espectro, que se correlaciona con el tono y el croma (Cuthill y col. 1999).

Para estudiar la similitud en la coloracion de los huevos puestos por cada hembra, se
realiz6 un PCA incorporando las variables espectrofotométricas, morfométricas y del patron de
manchas. Se graficaron los valores de cada huevo para los componentes extraidos (componentes
con autovalores mayores a 1, Francis y Will 1999) y se analizo el agrupamiento de los huevos de
una misma hembra en el espacio. Ademas se realizé un andlisis de conglomerados, de manera de
agrupar los huevos en grupos homogéneos en funcion de las similitudes entre ellos. No se

incluyeron las hembras de las cuales se tenian datos de un unico huevo. Se utilizé la distancia
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euclidea como medida de similitud entre los factores obtenidos del PCA. Se aplic6 el método de
agrupamiento jerarquico y se utiliz6 el método de encadenamiento por promedios. Todos los

analisis se realizaron con el programa InfoStat v.2012 (Di Rienzo y col. 2012).
RESULTADOS

Para la temporada reproductiva 2008 se pudo asignar mas de un huevo a once hembras
(Capitulo 4). La figura 6.3 muestra los huevos de cada hembra, con un minimo de dos huevos
asignados (hembras 1, 2, y 3) y un maximo de siete (hembra 10). Seis huevos debieron ser
excluidos del andlisis: 2 por no haber podido ser fotografiados (un huevo de la hembra 6 y otro
de la hembra 11) y 4 de los que no pudieron tomarse medidas espectrofotométricas (hembras 2,
3,8y 10).

El PCA realizado del analisis de los espectros de los huevos arrojo tres factores que
explican el 99% de la variacion. EI primer componente principal (CP 1) explico el 95% de la
variacion y estuvo asociado en forma positiva a todas las longitudes de onda, siendo de esta
forma un buen estimador del brillo. EI CP 2 explicé el 4% de la variacién y estuvo asociado en
forma positiva con las longitudes de onda entre 600 y 700 nm, explicando de esta forma el
componente rojo del color, mientras que el CP 3 explicd solamente el 1% de la variacion por lo
cual no fue considerado para los anélisis posteriores.

La figura 6.4 muestra el espectro de reflectancia promedio para los huevos de cuatro
hembras. Se puede observar que los huevos inmaculados de la hembra 4 son los que presentan
mayor brillo y no muestran el patrén de reflectancia caracteristico de las manchas, pigmentadas
por porfirinas (Kennedy y Vevers 1976, Solomon 1987, Cassey y col. 2012), en el rango rojo del
espectro (600 — 700 nm). Los huevos mas uniformemente manchados, como los de las hembras
9y 11, presentan niveles menores de brillo y mayor cromaticidad en el rojo.

Del PCA que incluyo6 siete variables tomadas de los huevos (CP1 y CP2 del analisis
espectrografico, largo y ancho de los huevos y tres variables asociadas a las manchas) se
extrajeron tres componentes principales que explican el 72% de la variacion entre los huevos
(Tabla 6.1). Para el primer componente principal las variables que presentan un mayor aporte a
la varianza explicada (34%) son la intensidad y el tamafio de las manchas, mientras que para el
segundo componente la variacion (23%) estd mayormente asociada a la cromaticidad en el rojo
(CP2 resultante del PCA de coloracion). Para el tercer factor, el mayor aporte a la varianza
explicada (15%) esta dado por el ancho de los huevos.
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Figura 6.3: Fotografias de los huevos asignados a once hembras para la temporada reproductiva
2008.
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Figura 6.4: Espectros de reflectancia promedio de huevos asignados a cuatro hembras: H4 (linea entera
azul), H8 (linea punteada azul), H9 (linea lisa gris) y H11 (linea lisa violeta).

Tabla 6.1: Resultados del analisis de componentes principales con las siete variables medidas sobre los
huevos asignados a once hembras de Tordo Renegrido para la campafia 2008. Se detalla el aporte de
cada variable a los tres primeros componentes principales (CP1-CP3) y el porcentaje de variacion
explicado por cada componente.

Variables CP1 CP2 CP3
CP 1 del andlisis espectral (brillo) -0,45 0,24 0,12
ch 2 o s e
Largo -0,34 0,40 0,00
Ancho -0,11 0,43 0,71
Intensidad de la mancha 0,53 0,11 0,40
Distribucion de las manchas 0,27 0,41 -0,45
Tamafio de las manchas 0,55 0,13 0,13
% Varianza Explicada 34 23 15

La figura 6.5 representa la distribucion espacial de los 33 huevos pertenecientes a las
once hembras para los tres componentes principales. En general, se observa una agrupacién
espacial de los huevos de una misma hembra, indicando una similitud morfoldgica de los huevos
de cada hembra. Para las hembras 9, 10 y 11 los huevos estan mas ampliamente distribuidos en
el espacio. Esto corresponderia a una mayor variabilidad en su morfologia (Fig. 6.3). Por otro
lado, se observa un solapamiento de los huevos pertenecientes a diferentes hembras, lo que

estaria asociado a una morfologia similar entre sus huevos.

51



Cap.6: Estudio de la constancia a nivel individual en los patrones de coloracién de los huevos

@ Hot HO4

HO3 Ho4 HO4

H1oHO2 H10 cP3
HO7 H11
@
PHo7 @ Hos
H11 kELO HO7 HO8
H1 H11
H10 e
HOS HO5

HO6

Figura 6.5: Distribucion espacial de los huevos para los tres componentes principales extraidos de siete
variables morfoldgicas. Los huevos pertenecientes a cada hembra (H01-H11) estan
identificados con diferentes colores.

Resultados similares se obtuvieron con el analisis de conglomerados (Fig. 6.6), donde se
observa una agrupacion absoluta por similitud morfologica para los huevos de cuatro hembras
(HO4, HO5, HO6 y H08), indicando una menor variabilidad entre sus huevos. Para la hembra
HO9 los huevos quedaron agrupados junto a otros dos huevos pertenecientes a otras hembras y
para tres hembras la agrupacion fue parcial (HO7, H10 y H11). Esto indicaria que existe
superposicion en los morfos. Contrariamente a lo observado en la distribucion espacial de la

figura 6.5, los huevos de la hembra HO1 no quedaron agrupados.
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Figura 6.7: Agrupacion resultante del anélisis de conglomerados. Los huevos pertenecientes a
cada hembra (H01-H11) estan identificados con diferentes colores.

DiscusION

Los resultados muestran que existe una similitud entre los huevos pertenecientes a una
misma hembra de Tordo Renegrido tanto en la coloracion como en el tamafio de sus huevos.
Estos resultados apoyan lo encontrado en otras especies de aves (Collias 1993, Fleischer 1985,
Dufty 1983, Gosler y col. 2000, Christians 2002, Langmore y col. 2007, Moksnes y col. 2008).

La consistencia en el patron de coloracion de los huevos puestos por una hembra fue
confirmada utilizando herramientas moleculares en diferentes especies parasitas como el Tordo
Cabeza Marrén (Fleischer 1985) y en diversas especies de cuclillos (Jones y col. 1997,
Langmore y col 2007, Moksnes y col. 2008). En todos estos casos también se encontré una
consistencia en el tamafio de los huevos. Comparado con otros rasgos, el tamario es el que posee
menor tendencia a variar entre los huevos de una misma hembra. Tanto la heredabilidad como
la repetibilidad del tamafio son altas para la mayoria de las especies estudiadas (Christians 2002)
aunque todavia se desconocen las restricciones fisiologicas (ademas del diametro del oviducto) y

la base genética que afectan esta caracteristica (Christians 2002, Wheelwright y col. 2012).
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Estudios previos que analizaron la base genética de la coloracion de los huevos de las
aves han reportado una herencia materna del patrén de manchas (Gibbs y col. 2000, Gosler y
col. 2000) y autosdmica de la coloracion de fondo (Hutt 1949, Collias 1993, Marchetti y col.
1998). Sin embargo, datos previos en el Tordo Renegrido no sustentan la herencia materna del
patron de manchas de sus huevos (Mahler y col. 2008, de la Colina y col. 2010). Kilner (2006)
sugirio que esta caracteristica es controlada por un locus autosémico con dos alelos (presencia o
ausencia de manchas), siendo el morfo intermedio el fenotipo para los huevos heterocigotas. En
cambio, los patrones encontrados para el tamafio y el color de fondo resultan compatibles con
una herencia materna de estos caracteres (Mahler y col. 2008, de la Colina y col. 2010).

De este modo, el patron de coloracion de la cascara de los huevos de cada hembra estaria
dado por una combinacion particular de genes, aunque también se ha propuesto que factores
ambientales como la disponibilidad de calcio pueden afectar el patron de manchas en los huevos
(Gosler y col. 2005, Avilés y col. 2007). La protoporfirina depositada en las manchas (Kennedy
y Vevers 1976, Solomon 1987) compensaria el déficit de calcio y el consecuente adelgazamiento
de la céscara (Solomon 1991, Jagannath y col. 2008, Gosler y col. 2011) e incluso podria
aumentar su resistencia a quebraduras (Gosler y col. 2011). Esto pareceria ser valido en aquellas
especies donde el pigmento se presenta incorporado dentro de la estructura de la céscara y no
superficialmente aplicado en la capa externa (Spark 2011, Stoddard y col. 2012).

Los huevos asignados a las once hembras muestran un patron de manchas constante, con
un tamafio de la mancha y una disposicion similar sobre el huevo (Fig 6.3). Una excepcion son
las hembras 4 y 10, donde aparecen huevos con el morfo intermedio para un patrén blanco
inmaculado y manchado, respectivamente. Esta variacion podria estar dada por la deposicion de
calcio en la céscara, que en un caso podria verse disminuida y en otro aumentada respecto al
resto de los huevos pertenecientes a la misma hembra. Sin embargo, no podemos descartar la
presencia de protoporfirina en los huevos inmaculados, ya que ésta puede encontrarse integrando
las capas mas internas de la cascara (Spark 2011) y de esta forma estar presente estructuralmente
en cascaras de huevos que en apariencia se ven blancos (Baird y col. 1975, Kennedy y Vevers
1976, Cassey y col. 2012). De todas formas, el efecto del ambiente en los huevos de las hembras
de tordo se daria en casos aislados, preponderando un patron constante de coloracién en los
huevos de cada una. En un trabajo reciente que se realizd en nuestra zona de estudio, donde se
marcaron las hembras y fueron filmadas durante la puesta en el nido del hospedador, Gloag y
col. (enviado) también encontraron una coloracion caracteristica para los huevos de cada

hembra.
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Basados en las caracteristicas de los huevos, diversos estudios han inferido la utilizacion
de nidos de especies hospedadoras por parte del Tordo Renegrido (Kattan 1997, Lyon 1997). Sin
embargo, los resultados del presente estudio muestran que esta metodologia podria sobreestimar
los huevos asignados a una misma hembra, dado que los patrones de coloracién entre huevos de
distintas hembras pueden superponerse (Fig. 6.5). A pesar de que los huevos puestos por cada
hembra presentan una coloracién constante, éstos no siempre pueden diferenciarse de aquellos
puestos por otra hembra. Un resultado similar ha sido obtenido para algunos cuclillos (Langmore
y col. 2007, Moksnes y col. 2008), para los cuales se encontraron morfos similares e
indistinguibles en huevos puestos por distintas hembras. De esta manera, el estudio de las
estrategias de parasitismo basandose Unicamente en las comparaciones visuales de la apariencia
de los huevos estaria limitado a solamente algunos aspectos del parasitismo, tales como el
nimero minimo de hembras que parasitan un territorio o, en el caso de parasitismo multiple, un

nido.
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CAPITULO 7

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO DEL HUEVO PARASITO
EN EL COMPORTAMIENTO DE RECONOCIMIENTO Y RECHAZO DE UN
HOSPEDADOR CON RECHAZO PARCIAL, LA CALANDRIA GRANDE

NOTA: Parte de los resultados presentados en este capitulo se encuentra publicado en:

de la Colina MA, L Pompilio, ME Hauber, JC Reboreda y B Mahler. 2012. Different
recognition cues reveal the decision rules used for egg rejection by hosts of a variably
mimetic avian brood parasite. Animal Cognition 15: 881-8809.

INTRODUCCION

Para contrarrestar los costos que impone el parasitismo (dien y col. 1998, Payne y Payne
1998, Hauber 2002, 2003, Hoover 2003, Reboreda y col. 2003), los hospedadores pueden
desarrollar defensas antiparasitarias (Rothstein y Robinson 1998, Schulze-Hagen y col. 2009,
Davies 2011, Kilner y Langmore 2011). La defensa méas frecuente es el rechazo del huevo
parasito (Rothstein 1990, Davies 2000, Peer y Sealy 2004, Davies 2011, Kilner y Langmore
2011, Grim y col. 2011). Aunque algunas especies de hospedadores rechazan todos los huevos
que no son propios (Vikan y col. 2009), otras son rechazadoras imperfectas y rechazan
solamente algunos o no rechazan ningin huevo no propio (Stokke y col. 2005, Moskat y Hauber
2007). En teoria, existe en todas las habilidades cognitivas un umbral de reconocimiento que
permite discriminar entre fenotipos aceptables y no aceptables, lo cual determinaria la decision
de rechazo utilizada por el hospedador frente a una distribucion de claves de disimilitud de
huevos propios vs. huevos no propios (llamado umbral de aceptacion co-especifica, Reeve 1989,
McLean y Maloney 1998, Servedio y Lye 2003, Servedio y Hauber 2006). Esto, a su vez,
favorece en el parasito la evolucion de huevos que no son reconocidos por el hospedador
(Brooke y Davies 1988, Moksnes y Rgskaft 1995, Gibbs y col. 2000, Avilés 2008, Stoddard y
Stevens 2010). Evidencia experimental recolectada de diferentes hospedadores muestra que las
claves visuales de los huevos que conducen al rechazo estan relacionadas con caracteristicas que
dependen no solamente de la capacidad de percepcién particular del individuo (Bowmaker y col.
1997, Holen y Johnstone 2004, Cassey y col. 2008, Safran y Vitousek 2008, Stoddard y Stevens
2010, 2011) sino también de las caracteristicas luminicas, determinadas por el tipo de nido y el
ambiente (Avilés y col. 2005, Langmore y col. 2005, Honza y col. 2011). Los hospedadores
utilizarian las claves mas confiables para tomar la decisién de rechazo (Spottiswoode y Stevens

2010). Los atributos de los huevos documentados de provocar el rechazo del hospedador
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incluyen el tamafio (Marchetti 2000), el patron de manchas (Lahti y Lahti 2002, Lépez de Hierro
y Moreno-Rueda 2010), el brillo total (Lahti 2006), el color de fondo (Moskat y col. 2008a) y la
reflectancia en el ultravioleta (UV) (Honza y col. 2007, Honza y Polacikova 2008, pero ver
Avilés y col. 2006), aunque algunos hospedadores pueden integrar varias caracteristicas
diferentes del huevo (Rothstein 1982, Spottiswoode y Stevens 2010). La discriminacion puede
depender de la presencia de estas sefiales en toda la cascara del huevo o bien de su presencia en
solamente una region especifica del huevo (Polac¢ikova y Grim 2010, Pola¢ikova y col. 2011).
Se ha mostrado que el comportamiento de rechazo puede ser flexible y que los cambios
contexto-dependientes del umbral de aceptacion son frecuentes entre algunos hospedadores que
rechazan huevos parasitos (Lindholm 2000, Hauber y col. 2006, pero ver Vikan y col. 2009).

El objetivo general de este trabajo fue estudiar el comportamiento de rechazo de huevos
de tordo en calandria, el hospedador principal de la zona de estudio, y analizar como afecta el

rechazo el polimorfismo presente en los huevos del Tordo Renegrido.

Evaluacion de los atributos relevantes utilizados por la calandria para aceptar/rechazar un
huevo parasito

Uno de los objetivos particulares de este trabajo fue estudiar el rol especifico y relativo
de las claves fenotipicas utilizadas por la calandria para reconocer los huevos del Tordo
Renegrido. Mientras algunos hospedadores del tordo rechazan todos los huevos parésitos
(Mason 1986), otros son aceptadores y no rechazan ninguno, y un tercer grupo, incluyendo a la
calandria, son rechazadores parciales o intermedios, rechazando solamente algunos huevos. Del
alto polimorfismo que presentan los huevos de tordo (ver capitulos anteriores) la calandria
acepta todos los tipos de huevos manchados pero rechaza los inmaculados (Fraga 1985, Mason
1986, Sackmann y Reboreda 2003). Este comportamiento de rechazo parcial (o intermedio,
sensu Rgskaft y col. 2002b, Moskat y col. 2010, Samas y col. 2011) permite estudiar cual de los
atributos del huevo parésito conduce al rechazo del huevo. Sobre esta base se estudié como la
presencia de manchas, la reflectancia en el UV y el brillo total afectan la probabilidad de que un
huevo parasito sea rechazado por la calandria. Los disefios experimentales entre individuos,
como se han realizado en estudios previos, no permiten revelar si la variacion en la respuesta de
rechazo a nivel poblacional refleja una variacion propia de los individuos (estrategia individual
flexible), entre individuos (estrategia individual fija) o ambas (sensu Gross 1996, Samas y col.
2011). Este es el primer estudio en poner a prueba experimentalmente las claves utilizadas para
rechazar huevos parasitos por una especie hospedadora utilizando un disefio intra-pareja,

permitiendo evaluar la variacion entre los individuos en la respuesta a los huevos no propios.
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Se estudio si el rechazo se basa en una clave en particular o en una combinacién de
diferentes claves que tienen igual o distinto peso en la provocacion del rechazo. Con este fin, se
utilizaron modelos de toma de decisiones para explicar como los hospedadores evalGan los
diferentes atributos de los huevos con el objetivo de aceptar o rechazar un huevo parasito (o
experimental). Este abordaje ha sido utilizado previamente para comprender las preferencias de
forrajeo en aves (Pompilio y Kacelnik 2010). El modelo original (Modelo de Valoracion de la
Dominancia, Wedell 1991) propone que los individuos comparan simultaneamente cada atributo
y luego prefieren las opciones que tienen una ventaja en la mayoria de los atributos (el modelo
permite al sujeto asignar igual o diferente peso a cada atributo). En el contexto del parasitismo
de cria, la opcién seleccionada por el hospedador puede estar determinada en relacion a la
similitud con sus propios huevos. Los huevos experimentales de cada tratamiento difieren de los
huevos del hospedador en un numero variable de atributos compartidos. EI modelo predice el no
rechazo de los huevos iguales en todos los atributos relevantes, rechazo cuando ninguna de las
dimensiones relevantes es igual y rechazo parcial de los huevos con algunos aspectos iguales y
otros diferentes. Los resultados de este estudio permiten entender y predecir el curso de la
evolucion fenotipica y comportamental, y especificamente comprender si las interacciones co-
evolutivas entre los hospedadores y los parésitos avanzan a través de la carrera armamentista en
una sola dimensién (por ejemplo, presencia de manchas o brillo), o de la combinacién de
maultiples claves visuales que afectan la evolucion de los umbrales de aceptacion y el tipo de

percepcion de mimetismo entre hospedadores y parasitos (Rothstein 1982).

Influencia del grado de polimorfismo de los huevos presentes en el nido de calandria sobre su

decision de rechazar/aceptar un huevo parasito.

El segundo objetivo de este trabajo fue estudiar si el comportamiento de rechazo de la
calandria se basa exclusivamente en las caracteristicas intrinsecas del huevo parésito o depende
de las caracteristicas de los otros huevos presentes en el nido. Diferentes mecanismos cognitivos
fueron propuestos para guiar las reglas de decision sobre el reconocimiento de huevos extrafios.
El rechazo podria basarse en el reconocimiento de un modelo-guia, donde el hospedador rechaza
sobre la base de un patron de reconocimiento innato o aprendido, o bien en la discordancia,
donde el hospedador evalta diferencias entre los fenotipos de los huevos dentro de la misma
nidada y rechaza el mas distinto (Rothstein 1974, Moskat y col. 2010, Avilés y col. 2010).

La idea de que las decisiones dependen exclusivamente de las caracteristicas objetivas de
las opciones proviene de los modelos clasicos de optimizacion (Stephens y Krebs 1986). Bajo

ese paradigma, las decisiones no deberian verse afectadas por la forma en que las opciones se
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presentan. Sin embargo, durante la ultima década se han hecho nuevos descubrimientos que
muestran -tanto en humanos como en animales no humanos- que las decisiones no dependen
exclusivamente de las propiedades objetivas de las opciones sino del contexto en el cual éstas se
presentan. El contexto incluye tanto la forma en la que la opcion es presentada (“frame™), la
presencia de otras opciones y de cambios en el estado motivacional de los individuos (ver
Tversky y Simonson 1993, Hurly y Oseen 1999, Kahneman y Tversky 2003, Shafir y col. 2002,
Bateson 2002, 2003, Pompilio y Kacelnik 2005, Pompilio y col. 2006).

En el caso particular de la calandria, una posibilidad es que la aceptacion o rechazo de un
huevo parésito dependa exclusivamente de las propiedades objetivas del mismo (ej. patrén de
coloracién), hipdtesis denominada "Hipdtesis de valoracion absoluta”. Si ello fuera asi, se espera
que el umbral de aceptacion o rechazo de un huevo parasito sea fijo, basado en un modelo-guia.
Por otro lado, el rechazo podria depender también de variables contextuales, como las
caracteristicas de los huevos presentes en el nido. Esta hip6tesis se denomina "Hipoétesis de
valoracion contexto-dependiente”, donde se espera que el umbral de aceptacién o rechazo de un
huevo parasito sea flexible. Dentro de esta hipotesis, se plantean sub-hipotesis especificas que
predicen distintos comportamientos: 1) Habituacion a la variaciéon: a mayor variabilidad en las
caracteristicas de los huevos de la nidada disminuye la probabilidad de rechazo de un huevo
parésito, ya que esta variabilidad podria ser utilizada por la calandria como un indicador de
variabilidad de los huevos propios. 2) Sensibilidad a la variacion: a mayor variabilidad en las
caracteristicas de los huevos de una nidada aumenta la probabilidad de rechazo de un huevo
parésito ya que esta variabilidad podria ser utilizada por la calandria como un indicador de
mayor intensidad de parasitismo. Esta estrategia es beneficiosa cuando hay poca variabilidad en
los huevos propios, ya que minimiza el error de aceptar huevos paréasitos.

Con el objetivo de poner a prueba estas hipotesis se disefié un experimento en el cual se
manipuld el rango de variabilidad de los huevos de la nidada de la calandria (manteniendo
constante su numero) y se evalué el comportamiento de rechazo/aceptacion de un huevo
experimental con rangos de aceptacion cercanos al 50%. De esa manera, se registré en una
misma pareja experimental el comportamiento de rechazo o aceptacion al huevo experimental
cuando éste fue colocado en una nidada con alto rango de variabilidad en el patrén de coloracion
versus cuando éste fue colocado en una nidada con bajo rango de variabilidad en el patron de

coloracion.
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METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en los nidos de calandria encontrados durante las
campafas 2008 y 2009 para el primer experimento y la campafia 2010 para el segundo
experimento (ver capitulo 2). El primer experimento se realizé en 12 parejas de calandrias en
2008 y otras 13 parejas en 2009, mientras que para el segundo experimento se usaron 26 parejas.
Se realiz6 un seguimiento de cada uno de los intentos reproductivos de cada pareja hasta que los
experimentos fueron completados. Para ocho de las parejas experimentales de 2008 y 2009 y
tres de las parejas experimentales de 2010 no fue posible completar el experimento, debido a

predacion o abandono del nido por parte de la pareja.

Experimento 1

Disefio de los huevos experimentales

Se comparé el color y las variables morfométricas de huevos naturales de Tordo
Renegrido de los morfos manchados e inmaculado, con el objetivo de determinar los atributos
especificos que difieren entre ambos y que pueden ser potencialmente utilizados por las
calandrias como claves de identificacion (Tabla 7.1). Las variables del color fueron tomadas con
el mismo procedimiento y utilizando el espectrofotometro de reflectancia detallado en el
capitulo anterior, y las medidas morfométricas (de ancho y largo) fueron tomadas con un calibre
con un error aproximado de 0,1 mm. El volumen fue calculado como largo x ancho® x 0,515
(Nolan y Thompson 1978). Para cada huevo se calculo la reflectancia promedio y a partir de ella
las variables brillo total, calculado como la suma de la reflectancia (R) a través de todas las
longitudes de onda (£R350-700), y los cromas UV, azul, verde, amarillo y rojo, calculados
como la proporcion de reflectancia de cada region y la reflectancia total (Honza y col. 2007):
croma UV = XRa40.400 /ZR 340-700, croma azul= XR 400-475/ZR 340-700, croma verde = XR475.550/ZR
340-700, Croma amarillo= XR s550.625/ZR 340-700 Y croma rojo = £Rg25.700/ZR 340-700-

La tabla 7.1 muestra los rangos de las variables de color y de medidas promedio en
huevos naturales del morfo inmaculado y manchado de Tordo Renegrido. Se encontr6 que los
rangos no se superponen en las siguientes variables: brillo total, croma UV, croma azul, y croma
rojo. Sin embargo, el rango del croma azul es virtualmente continuo, por lo que se desestimo
esta variable como una posible clave utilizada por las calandrias para rechazar el huevo. El
croma rojo, por otro lado, refleja la diferencia entre ambos morfos en la presencia de manchas,
ya que los huevos manchados tienen el tipico pico de reflectancia de las porfirinas en el
segmento rojo del espectro (lgic y col. 2012), el cual estd totalmente ausente en los huevos

inmaculados (Figura 7.1).
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Tabla 7.1: Comparacion entre los huevos naturales de Tordo Renegrido de morfo inmaculado y
manchado. Se muestran los rangos de coloracién y las variables morfométricas de cada uno.
(*) Significa que no hay superposicion de rango entre los morfos.

Huevo Huevo
inmaculado manchado
(N=6) (N=6)
1 *

(Reﬂe'?tgr']';a otal) 77078550 41386232
Croma UV * 0.134-0.139 0.100-0.126
Croma azul* 0.190 - 0.195 0.168 - 0.189
Croma verde 0.212 - 0.215 0.187-0.214

Croma amarillo 0.227 - 0.231 0.230 - 0.246
Croma rojo* 0.225-0.230 0.245-0.293
Largo (cm) 2.18-2.49 2.24 - 2.38
Ancho (cm) 1.84-1.90 1.88 - 2.00

Volumen (cm®) 3.93-4.63 4.22 -4.74
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Figura 7.1: Curvas de reflectancia promedio de huevos naturales de Tordo Renegrido y huevos
experimentales. a) Huevo natural inmaculado (N=3); b) Huevo natural manchado (N=5); ¢) Huevo
experimental UV+ (N=3); d) Huevo experimental UV- (N=2); e) Huevo experimental manchado Sp+
(N=4); f) Huevo experimental color beige sin manchas Sp- (N=2).

De este modo, se disefiaron los huevos experimentales de modo de estudiar los efectos de
las manchas, la reflectancia en el UV vy el brillo total en el comportamiento de rechazo de las
calandrias. Los huevos experimentales fueron hechos de yeso, con las dimensiones medias de
los huevos de tordo (24.9 mm x 18.8 mm; de la Colina y col. 2011). Todos los huevos, luego de

aplicarles el patron correspondiente de los tratamientos (Tabla 7.2), fueron cubiertos con un
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barniz mate a base de agua para proteger la apariencia y la superficie del huevo del clima. El
efecto de las manchas y la reflectancia en el UV fue analizado por separado en experimentos de
a pares: 1) Manchas: Sp+/Sp-, presencia/ausencia (con brillo similar y ausencia de reflectancia
en el UV, Tabla 7.2). Los huevos manchados (Sp+) fueron creados aplicando una pintura
acrilica marrdn con un cepillo de dientes sobre un huevo pintado con acrilico blanco; los huevos
sin manchas (Sp-) fueron pintados con la misma pintura acrilica que las manchas mezclada con
acrilico blanco, resultando en un huevo pintado en forma uniforme de beige. 2) Reflectancia en
el UV: UV+/UV- (con brillo total similar y ausencia de manchas, Tabla 7.2). Los huevos de
yeso UV+ fueron cubiertos por una cinta de teflon blanca (Dupont ®); y para los UV- el yeso
fue cubierto con pintura acrilica blanca.

El par de huevos nimero 1 tiene mayor brillo total que el par de huevos nimero 2 y los
huevos dentro de cada par experimental tienen valores de brillo similares (Tabla 7.2, Figura 7.1).
Para analizar si el rechazo responde a las diferencias de brillo, se compararon los huevos entre

los pares experimentales (ver el detalle mas adelante).

Tabla 7.2: Atributos de los huevos de la Calandria Grande y experimentales utilizados para analizar el
comportamiento de rechazo. UV +/- representa mayor/menor nivel de reflectancia en el UV (croma
UV); Manchas +/- representa presencia/ausencia de manchas; Brillo +/- representa mayor/menor nivel
de brillo (reflectancia total). Las ultimas dos columnas muestran el rango de brillo y croma UV para los
huevos experimentales y los del hospedador.

Brillo

Par de Nombre de_l huevo u.v. Manchas Brillo (reflectancia Croma UV
huevos (Tratamiento) total) (2R340-400/>R340-700)

UV+ (cubierta de teflon) + - + 11190-11590 0,151-0,153

1

UV- (pintura blanca) - - + 8169-9009 0,029-0,137

Sp+ (manchas marrones) - + - 4373-6528 0,039-0,090

2 Sp- (pintura beige - - - 3814-5076 0,032-0,044

uniforme)
Huevos de Calandria - + - 1586-3814 0,065-0,084
Grande

Disefio experimental

Cada pareja reproductora fue expuesta a un par de huevos experimentales
secuencialmente dentro del mismo intento reproductivo y al otro par de huevos experimentales
en el siguiente intento reproductivo. El disefio estuvo balanceado por el par de huevos

experimentales, con aproximadamente la mitad de las parejas recibiendo como primer
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tratamiento Sp+/Sp- y las restantes UV+/UV-. El orden de presentacion de los huevos también
fue balanceado dentro de cada par experimental. Se coloco el huevo experimental dentro de cada
nido de calandria luego de aparecido su primer o segundo huevo. Se dejo el huevo experimental
en el nido por 48 horas, y se registro si fue aceptado o rechazado en ese periodo (las calandrias
suelen rechazar un huevo inmaculado dentro de las primeras 24 horas del evento de parasitismo,
Fraga 1985, Sackmann y Reboreda 2003). Luego, el primer huevo experimental fue
reemplazado por el segundo que también fue dejado por 48 horas y se registré si fue aceptado o
no. Este ultimo huevo fue retirado si no habia sido rechazado y no se volvié a perturbar a la
pareja de calandrias durante ese intento reproductivo. Agregar un huevo artificial al nido de
calandria durante su periodo de puesta simula un evento de parasitismo natural, dado que los
tordos sincronizan su puesta con la del hospedador (Fiorini y Reboreda 2006) y no remueven
ningun huevo del nido (Sackman y Reboreda 2003).

El segundo par de huevos experimentales fue puesto en el siguiente intento reproductivo
de las parejas de calandria del mismo modo. En todos los casos se verificd la identidad de la
pareja por medio de la observacién de los anillos identificatorios (ver capitulo 2) con un
telescopio. En los casos en que la pareja rechazo el primer par en menos tiempo, se presentd el
segundo par de huevos experimentales en el mismo intento reproductivo que el primer par. Los
nidos abandonados (N=8) fueron excluidos del analisis dado que no es posible determinar si fue
como consecuencia del parasitismo artificial. Para analizar el efecto del brillo en la decisién de
rechazo, se compararon los resultados de los huevos experimentales Sp- y UV- (ambos con

ausencia de manchas y ausencia de reflectancia en el UV).

Andlisis estadisticos

Para el andlisis se tuvieron en cuenta otros factores que pueden influir en el
comportamiento de rechazo: los datos fueron agrupados por parejas reproductoras (medidas
repetidas), intento reproductivo (primero o segundo, orden de presentacion de cada par de
huevos), orden de presentaciéon de los huevos (primero o segundo, anidado dentro del mismo
intento reproductivo), afio (los datos fueron colectados en dos temporadas reproductivas
consecutivas), y fecha (centrado por afio), dado que algunas parejas fueron examinadas en el
inicio y otras mas tarde en la temporada reproductiva. Se analizaron los datos experimentales
con un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM, por sus siglas en inglés). EI modelo
completo contenia las siguientes variables explicativas: I) “Manchas” como efecto fijo (nominal:
Sp+ y Sp-), IT) “Reflectancia UV” como efecto fijo (nominal: UV+ y UV-), III) “Brillo” como

efecto fijo (nominal: B+ y B-), IV)“Pareja reproductora” como efecto aleatorio, V) “Intento
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reproductivo” como efecto fijo (nominal: primero y segundo), VI) “Orden de los huevos” como
efecto fijo (nominal: primero y segundo, anidado dentro del intento reproductivo), VII) “Afio”
como efecto fijo (nominal: primero y segundo) y VIII) “Fecha” (como variable continua,
centrada por “afio”). Se fueron eliminando del modelo completo los términos no significativos
(incluyendo todas las co-variables y las interacciones relevantes) con el fin de eliminar los
predictores no significativos y producir el modelo minimo adecuado. En cada iteracion se
elimind la co-variante con el mayor valor de p, siempre que sea mayor a 0,1. La variable
dependiente fue la respuesta del hospedador a los huevos experimentales (nominal: aceptd vs.
rechazd) y se analiz6 siguiendo un modelo lineal. Este procedimiento genera estimaciones
insesgadas bajo disefios experimentales controlados, dado que el término del error no se
correlaciona con los coeficientes estimados. Este analisis se llevd a cabo con el programa
STATA (Analisis de Datos y Software Estadistico, StataCorp LP).

Experimento 2

Disefio de los huevos experimentales

El huevo focal utilizado en ambos tratamientos para medir la respuesta de aceptacién o
rechazo de un huevo parésito fue el huevo beige anteriormente descripto (ver Tabla 7.2, huevo
Sp-). La eleccién de ese huevo (que a partir de ahora denominaremos "huevo experimental
neutro™) se debe a que genera respuestas de aceptacion o rechazo cercanas al 50%. Ello permite
medir fluctuaciones en el umbral de eleccién debido a la manipulacion de los huevos
experimentales.

Los huevos experimentales fueron especialmente disefiados con el objetivo de modificar
la variabilidad dentro del nido de calandria. La diferencia entre los tratamientos fue generada
exclusivamente por la presencia de un huevo distinto en cada uno de ellos, generandose asi dos
niveles de variabilidad en la puesta: 1) Menor variabilidad: Huevo experimental neutro con
huevo experimental manchado (Sp+ del experimento 1, fig. 7.2a) y 2) Mayor variabilidad:

Huevo experimental neutro con huevo experimental blanco (UV- del experimento 2, fig. 7.2b)

Disefio experimental

El disefio experimental se balanced entre tratamientos, con aproximadamente la mitad de
las parejas recibiendo en primer lugar el tratamiento “menor variabilidad” y en segundo lugar el
tratamiento "mayor variabilidad" y la mitad restante de las parejas recibiendo en primer lugar el

tratamiento "mayor variabilidad" y en segundo lugar el tratamiento "menor variabilidad".
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Cada pareja reproductora fue expuesta primero a un par de huevos experimentales
simultdneamente y luego, dentro del mismo intento reproductivo, al otro par de huevos
experimentales. El par de huevos experimentales fue colocado dentro de cada nido de calandria
luego de aparecido su segundo o tercer huevo. En cada dia del experimento se controld que el
tamafo de puesta fuera 4 huevos, para lo cual se retiraron los huevos restantes (ya sea de
calandria o de tordo, en los casos de encontrarse eventos de parasitismo natural). Una vez
finalizado cada experimento se devolvieron los huevos del hospedador a sus respectivos nidos.
Se dejo cada par de huevos experimentales en el nido por 24 horas, y se registro cual huevo del
par fue aceptado o rechazado en ese periodo. Se disminuy6 el tiempo de exposicion de los
huevos experimentales respecto del experimento anterior porque se confirmd que el rechazo de
los huevos en ningun caso ocurrié después de este lapso. Concluido el experimento los huevos
fueron retirados si no habian sido rechazados. Los nidos abandonados (N=3) fueron excluidos
del analisis dado que no es posible determinar si el abandono fue una respuesta al tratamiento o

se dio por causas naturales.

Figura 7.2: Tratamientos del experimento 2. Se utilizaron los huevos experimentales disefiados para el
experimento 1: beige uniforme sin manchas Sp-, utilizado como huevo experimental neutro, y manchado
Sp+ y blanco UV-, que aumentan diferencialmente la variabilidad que existe entre los huevos de una
puesta. a) Tratamiento 1: Menor variabilidad, b) Tratamiento 2: Mayor variabilidad.

Andlisis estadisticos

Se evaluo si la probabilidad de rechazo del huevo experimental beige variaba entre los
dos tratamientos por medio del test no paramétrico de Wilcoxon, con el software InfoStat v.2012
(Di Rienzo y col. 2012). Si la regla de decision es la valoracion absoluta, se espera igual
porcentaje de rechazo en ambos tratamientos. Si la regla de decision es contexto-dependiente, se

espera que el porcentaje de rechazo difiera entre ambos tratamientos.
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RESULTADOS

Experimento 1

Aproximadamente la mitad de las parejas de calandria (47%) rechazaron el huevo
experimental sin manchas color beige mientras que ninguna de las parejas rechazd el huevo
manchado (N=20) (Figura 7.3). Los huevos blancos fueron rechazados por la mayoria de las
parejas (huevos UV-: 73%, huevos UV+: 86%, N=22) (Figura 7.3). La tasa de rechazo fue
cercana a las reportadas para huevos naturales (manchados: 17% y 0%, inmaculados: 100%;

Fraga 1985, Sackman y Reboreda 2003, respectivamente) (Figura 7.3).
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Figura 7.3: Comparacion de las frecuencias de rechazo de la Calandria Grande para pares de huevos
experimentales que variaron en un solo atributo fenotipico: Presencia de manchas (Sp+/Sp-),
reflectancia en el UV (UV+/UV-) y nivel de brillo (B+/B-). Las Ultimas dos columnas muestran el
porcentaje de rechazo promedio de la calandria de huevos naturales de Tordo Renegrido (Fraga 1985,
Sackman y Reboreda 2003).

El modelo del analisis de regresion que incluyd las manchas, el brillo (y su interaccién
con el intento reproductivo) y el afio explicé el 52% de la variacion en el comportamiento de
rechazo de calandrias (Fs 79 = 19.24, P<0.001). La presencia de manchas en los huevos
experimentales reduce significativamente la probabilidad de rechazo (Tabla 7.3). De hecho,
ninguna de las parejas de calandrias rechaz6 un huevo manchado. Por otro lado, el incremento
en el brillo aumentd significativamente la probabilidad de rechazo. Este efecto fue menor
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durante el segundo intento reproductivo (Tabla 7.3). Como se muestra en la Tabla 7.4, hubo 6
parejas de calandrias (35%) que rechazaron exclusivamente el huevo experimental B+ mientras
que 2 parejas (12%) rechazaron exclusivamente B-. Del resto de las parejas, 5 (29%) rechazaron
ambos huevos B+ y B- mientras que 4 (24%) aceptaron ambos. El factor “afio” no afecto

significativamente el comportamiento de rechazo (Tabla 7.3).

Tabla 7.3: Estimacién de los parametros y su significancia estadistica en el modelo final (N=25
parejas). El modelo predice la probabilidad de rechazo de un huevo experimental.

Factores Estimacion + ES P

Presencia de Manchas -0,45+0,11 0,000
Brillo 0,87 +0,22 0,000
Intento reproductivo * brillo -0,45+0,18 0,009
Ao 0,17+0,10 0,077

Tabla 7.4: NUmero de parejas de calandrias que aceptaron o rechazaron uno o dos huevos que
comprenden cada par experimental de huevos y que varian en un solo atributo fenotipico: Manchas
(Sp+/Sp-), reflectancia en el UV (UV+/UV-) y brillo (Brillo+/Brillo-).

Rechaza
Atributo s6lo un Rechaza los Acepta los
dos huevos  dos huevos
huevo
Par de huevos Sp+ 0 0 11
experimentales N° 1 Sp- 9
Par de huevos UV 3 16 3
experimentales N° 2 uvVv- 0
Brillo + 5
Comparacién (UV-)
- : 5 4
a posteriori Brillo — 5
(Sp-)

La reflectancia en el UV no afecto significativamente el comportamiento de rechazo (este
factor fue uno de los eliminados del modelo final). Como se muestra en la Tabla 7.4, Unicamente
3 parejas (13,5%) rechazaron exclusivamente el huevo UV+ mientras que ninguna rechazo
unicamente el huevo UV-. De las parejas restantes, 16 rechazaron ambos huevos UV+ y UV-
(73%) y solamente 3 (13,5%) los aceptaron.

En la Tabla 7.5 puede verse como los atributos de los huevos experimentales se

superponen con los atributos del huevo del hospedador y el porcentaje de parejas de calandrias
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que rechazaron cada uno. Los huevos experimentales manchados (Sp+) no difieren de los
huevos de calandria (Tabla 7.2), compartiendo las caracteristicas de la presencia de manchas, un
nivel bajo de brillo y una baja reflectancia en el UV. Los huevos experimentales color uniforme
beige (Sp-) comparten con los huevos del hospedador el bajo nivel de brillo y la baja reflectancia
en el UV pero no poseen manchas, mientras que los huevos UV- tienen un alto nivel de brillo y
lo Unico que comparten con los huevos del hospedador es la ausencia de reflectancia en el UV.
Finalmente, los huevos UV+ no comparten con los huevos de calandria ninguno de los atributos
estudiados. El porcentaje de rechazo de cada uno de los huevos experimentales (rechazo/total de
parejas reproductoras) aumenta con el numero de atributos que difieren entre los huevos

experimentales y los del hospedador.

Tabla 7.5: Comparacion entre los cuatro huevos experimentales y los huevos naturales de calandria en

relacion a los atributos que se superponen (Sp+, B-, UV-): “SI” indica similitud en el atributo;, “NO”

indica diferencia en el atributo. La anteultima columna muestra el nimero de atributos diferentes entre

los huevos experimentales y los naturales del hospedador. La Gltima columna muestra el porcentaje de
rechazo de cada huevo experimental (rechazo/nimero total de parejas).

Atributos del huevo del

hospedador N |
Nombre del . UMmero tota
Atributo del huevo de atributos
huevo . . % Rechazo
(Tratamiento) experimental diferentes
Sp+ B- UV-  entre huevos
Sp+ Sp+/UV-/B- Sl Sl Sl 0 0 (0/20)
Sp- Sp-/ UV-/ B- NO Sl Sl 1 45 (9/20)
uVv- Sp-/ UV-/B+ NO NO Sl 2 73 (16/22)
Uv+ Sp-/ UV+/ B+ NO NO NO 3 86 (19/22)

Experimento 2

Las tasas de rechazo de los huevos experimentales manchados y blancos fueron similares
a las reportadas para huevos naturales que se muestran en la figura 7.3 (7,7% y 82,6%
respectivamente, fig. 7.4). El huevo experimental neutro tuvo una tasa de rechazo similar bajo
ambos tratamientos (57,7% y 52,2%; Z=0.0, p=1).
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Figura 7.4: Porcentaje de rechazo de los huevos experimentales de cada uno de los tratamientos del
experimento 2.

DiscusiON

La probabilidad de que un huevo sea rechazado por las calandrias puede explicarse por
los siguientes atributos: la ausencia de manchas y el brillo. El rechazo disminuye con la
presencia de manchas y aumenta con altos niveles de brillo.

La presencia de manchas es un buen predictor de la aceptacion del huevo parésito. Esto
lleva a la pregunta de si el hospedador acepta los huevos manchados porque la presencia de
manchas es una condicién necesaria (los huevos manchados son similares con los del
hospedador no solo en la presencia de manchas, sino también en otros atributos importantes
como el brillo, la reflectancia en el UV, y la forma (de la Colina y col. 2011) o porque la
presencia de manchas es una condicion necesaria y suficiente (ser manchado es condicion
suficiente para ser aceptado).

Los resultados muestran que mientras la presencia de manchas conduce a la plena
aceptacion de los huevos paréasitos, la ausencia de manchas no conduce necesariamente al
rechazo completo, ya que la mitad de los huevos Sp- (de color beige uniforme) fueron
aceptados. Estos resultados sugieren que esta especie utiliza un mecanismo complejo de toma de
decisiones para reconocer y rechazar un huevo parasito. De hecho, los resultados confirman que
un incremento en los niveles de brillo aumenta la probabilidad de rechazo y que,
sorprendentemente, durante el segundo intento reproductivo, las calandrias parecen ser menos
tolerantes al nivel de brillo. Quizas este incremento en el comportamiento de rechazo de los
huevos B+ puede explicarse por la experiencia adquirida por la calandria (Lotem 1993).

Los resultados obtenidos son compatibles con la I6gica del Modelo de Valoracion de la

Dominancia (Wedell 1991), dado que el porcentaje de rechazo aumentd con el incremento en las
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diferencias entre los atributos de los huevos. En consecuencia, cuando se compara el nimero de
atributos visibles en los cuales los huevos experimentales difieren de los del hospedador (Tabla
7.5), claramente el nivel de rechazo aumenta cuando los huevos del hospedador y el
experimental son mas disimiles: no se observa rechazo cuando los 3 atributos manipulados son
similares (huevos manchados), se observa un aumento del rechazo en casi un 50% cuando 2 de
los atributos (brillo y reflectancia en el UV) son similares (huevo uniformemente beige), el nivel
de rechazo aumenta del 45% al 73% cuando sélo un atributo (reflectancia en el UV) es similar
(huevo blanco UV-) y se observa el maximo nivel de rechazo (86%) cuando los huevos difieren
en todos los atributos estudiados (huevo blanco UV+). Aunque el porcentaje de rechazo aumenta
ligeramente con la presencia de reflectancia en el UV los resultados no fueron estadisticamente
significativos para este atributo. Esta observacion es compatible con la idea de que la presencia
de manchas tiene el mayor peso en la regla cognitiva de la decision de rechazar un huevo
extrafo, seguido por el brillo y luego, posiblemente por la reflectancia en el UV. Este proceso de
toma de decisiones multi-sefial puede también ser influido por un polimorfismo en la percepcion
y/o variacion cognitiva en umbrales de aceptacion entre los individuos, que se traduce en el
rechazo de menos huevos que los que son reconocidos como claramente extrafios (Antonov y
col. 2009, Moskat y Hauber 2007).

Las calandrias no presentan ninguna restriccion fisica en la apertura o tamafio de sus
picos como para agarrar y rechazar los huevos de los tordos, como es el caso de hospedadores de
menor tamafio (Antonov y col. 2009). Aun asi, estos experimentos confirman que las calandrias
son sélo rechazadoras parciales y utilizan una regla de decision que esta sujeta a errores, dado
que aceptan los huevos manchados del Tordo Renegrido, que representan una alta proporcion de
los fenotipos de huevos locales (75%; Tuero y col. 2007). Ademas, el morfo blanco esta ausente
en algunas partes de la distribucion donde hay simpatria entre la calandria y el Tordo Renegrido
(Mahler y col. 2008). Esto indicaria que las calandrias no estan utilizando consistentemente una
sefial para diferenciar los huevos parésitos de los suyos. El proceso de toma de decision de
rechazar un huevo extrafio utilizado por la calandria pareceria depender principalmente de la
ausencia de manchas, pero también del nivel de brillo, y en menor medida en la reflectancia en
el UV. Es posible que las sefiales que conducen al rechazo, aunque no de manera perfecta, sean
las mas evidentes y faciles de detectar (teniendo, por lo tanto, una relacion costo-beneficio o
costo de procesamiento cognitivo mas bajo; Lotem 1993).

El rechazo de huevos paréasitos por las calandrias podria tener un costo adicional si éste
aumenta el riesgo de pérdida de huevos del hospedador durante los ataques por picaduras de los

parasitos cuando visitan los nidos. En un trabajo reciente de Gloag y colaboradores (2012)
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encontraron que los huevos de calandria tienen menor probabilidades de ser picados por las
tordas cuando en el nido se encuentran otros huevos parasitos, pudiendo reducir el beneficio de
rechazar huevos de tordo cuando es comun el parasitismo multiple.

Por otro lado, encontramos evidencias que indican que el comportamiento de rechazo de
un huevo parésito no depende de las caracteristicas de los otros huevos presentes en la nidada.
La evidencia hallada es compatible con la "Hipotesis de valoracion absoluta” por la cual el
umbral de aceptacion y rechazo de un huevo parasito es fijo y depende exclusivamente de sus
caracteristicas objetivas.

Un mecanismo de toma de decisiones que se base en la suma de diferentes atributos
disminuye los errores de reconocimiento de los huevos no propios. Este mecanismo
probablemente evolucione en hospedadores gque se enfrentan con huevos parasitos polimorficos,
como es el caso de las calandrias, donde no hay una presion de seleccion direccional
favoreciendo el reconocimiento de una sefial en particular. La identificacion de diferencias en
varios atributos podria permitir el reconocimiento de varios tipos de los huevos polimorficos,
mejorando asi la eficacia general de las defensas antiparasitarias tempranas, durante las etapas

de incubacion y puesta de huevos.
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CAPITULO 8

DISCUSION GENERAL

Los resultados de este trabajo muestran, por primera vez, el comportamiento individual
de puesta de las hembras del Tordo Renegrido. Estudios previos habian sugerido una preferencia
de las hembras por determinado hospedador (Lopez-Ortiz y col. 2006, Mahler y col. 2007, De
Marsico y col. 2010), pero este comportamiento habia sido inferido a través de parametros
poblacionales. Mediante la asignacion de la descendencia a 26 hembras se pudieron conocer
aspectos novedosos sobre el comportamiento de parasitismo de esta especie, que hasta el
momento no habian podido ser determinados por su alta movilidad y la dificultad en seguir los
eventos de parasitismo.

En primer lugar, se encontraron evidencias que sugieren que las hembras utilizan un area
acotada de puesta a lo largo de toda la temporada reproductiva. La misma &rea es utilizada
simultaneamente por varias hembras, generando un uso compartido de los nidos. Estos
resultados son consistentes con los encontrados por R. Scardamaglia (com. pers.) que por medio
del monitoreo por radiotelemetria de hembras en el sitio de estudio, encontré que usan la misma
area de aprox. 25 ha durante la temporada reproductiva y que el area utilizada durante un dia
tiene una superposicion del 60% con la utilizada en dias sucesivos, evidencia de areas constantes
de actividad. También observé que las areas de actividad de varias hembras se superponen entre
si, generando diversas zonas de actividad en el sitio de estudio, que son utilizadas
consistentemente por las mismas hembras.

La fidelidad a un sitio de puesta es un patron comportamental (Pearce 2007) que se
observa en varios parasitos de cria, para la misma o diferentes temporadas reproductivas (Soler y
col. 1995, Sedgwick e 1ko 1999, Hauber y Russo 2000, Langmore y col. 2007, Fossoy y col.
2011). Para el Cuclillo Comun se encontré que las hembras utilizan una determinada area de
puesta en superposicion con otras hembras (Vogl y col. 2004) generando una alta tasa de
parasitismo multiple (>58%, Moskat y Honza 2002). Resultados similares se encontraron para
las hembras de Tordo Cabeza Marrén, que presentan fidelidad a un sitio de puesta y que, a
diferencia del Tordo Renegrido, muchas veces muestran comportamientos agresivos de defensa
(Friedmann 1929, Dufty 1982, Darley 1983, Hahn y col. 1999, Hauber y Russo 2000, Hauber
2001, Hauber 2002). A pesar de este comportamiento territorial, en varias poblaciones se
encontraron pichones parasitos compartiendo el mismo nido del hospedador (Alderson y col.

1999, Strausberger y Ashley 2003), incluso pichones hermanos (Rivers y col 2012), lo que
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Cap. 8: Discusion general

probablemente sea una consecuencia de las altas densidades de tordos parasitos en comparacion
con sus hospedadores (Elliott 1980).

Por otro lado, se ha propuesto que al utilizar un determinado sitio de puesta las hembras
parasitas pueden causar errores de reconocimiento en aquellas parejas hospedadoras inexpertas,
que durante su primer intento reproductivo incorporan el fenotipo del huevo parésito a su nidada
y de esta forma logran disminuir la probabilidad de rechazo de esa pareja en los intentos
reproductivos subsiguientes (Lotem 1993, Lawes y Marthews 2003, Hauber y col. 2004, Hoover
y Hauber 2007, Strausberger y Rothstein 2009). Las hembras de tordo podrian obtener este
beneficio al parasitar subsecuentemente a la misma pareja de hospedadores con comportamiento
de rechazo de huevos, como es el caso de la calandria. Las diferencias entre parejas en el
rechazo de huevos parasitos observadas en el capitulo 7 podrian ser consecuencia de diferentes
experiencias de parasitismo durante la primera puesta.

Ademaés, la fidelidad a un sitio de puesta permite a las hembras parésitas aprender el
territorio fisico del hospedador y de este modo facilitar la deteccién de nidos disponibles para
parasitar asi como observar el éxito relativo de los hospedadores (Hahn y col. 1999). EI tiempo
en el que un nido hospedador permanece disponible para recibir un huevo parasito es limitado y
las hembras parésitas dependen del monitoreo permanente de los hospedadores para lograr
parasitar sincronicamente (Fiorini y col. 2009).

Por otra parte, se encontré una preferencia en la utilizacion de una especie hospedadora en
todos los casos excepto en uno, en el que el nimero de huevos encontrados para la hembra fue
muy bajo como para establecer el patrén. En la mayoria de las hembras la preferencia fue total y
solo parasitaron a una especie hospedadora, mientras que para algunas (N=5) la preferencia fue
parcial y se encontrd una baja proporcion de huevos en nidos de un hospedador alternativo.

Una combinacién de hembras especialistas y generalistas en el uso de los hospedadores
también fue reportada para el Tordo Cabeza Marron (Alderson y col. 1999a, b, Hahn y col.
1999, Woolfenden y col. 2003, Strausberger y Ashley 2005, Ellison y col. 2006, Rivers y col.
2012). En esta especie se observo que las poblaciones estdn compuestas por hembras que
utilizan una sola especie hospedadora y otras que parasitan varias especies y que la proporcion
de cada una de ellas varia entre poblaciones. Varios autores plantearon que las preferencias de
las hembras son flexibles y se relacionan con la disponibilidad o la calidad de los hospedadores
(Alderson y col. 1999, Woolfenden y col. 2003, Strausberger y Ashley 2005). Esta flexibilidad
seria ventajosa en presencia de una variabilidad local y temporal de nidos (Woolfenden y col.
2003). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la utilizacién de un hospedador alternativo

por las hembras de Tordo Renegrido no estaria sujeta a la disponibilidad de nidos, ya que
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encontramos nidos activos de la especie preferida cuando ocurrié la puesta en la especie
alternativa, aunque no podemos descartar la posibilidad de que la hembra parésita no haya
encontrado esos nidos.

Se ha sugerido que el cambio de uso de hospedador en algunos individuos podria deberse a
una asociacion débil en el proceso de “imprinting ” que conduciria a errores de reconocimiento y
en consecuencia al uso de un nuevo hospedador (De Marsico y col. 2010b). Sin embargo, se
esperaria que un “imprinting” defectuoso genere un cambio de hospedador mas que una
preferencia parcial. Asimismo, podemos descartar una confusion de tipo de nidos como la
reportada por Di Gidcomo y colaboradores (2010) ya que los nidos alternativos parasitados no se
encontraban en la cercania inmediata de un nido del hospedador preferido. Un mecanismo que
podria explicar las preferencias parciales de las hembras es una estrategia de “muestreo”, donde
los individuos monitorean regularmente otras opciones no preferidas, independientemente de los
recursos disponibles. Esta estrategia implicaria un bajo costo para la hembra si puede detectar
facilmente un nido disponible observando a otras hembras dentro de su &rea reproductiva.

Asimismo se observaron intentos de parasitismo repetido. Esta estrategia resultaria poco
beneficiosa para la hembra paréasita ya que sus pichones competirian por el cuidado parental de
la pareja hospedadora (Strausberger 1998, Hahn y col. 1999, Trine 2000, Hoover 2003, McLaren
y col. 2003, Moskat y col. 2006, Goguen y col. 2011). Para el Tordo Cabeza Marrén se encontrd
que el parasitismo repetido puede surgir de una fuerte competencia por el acceso a los nidos de
los hospedadores en una poblacion con una elevada densidad de parasitos (Alderson y col. 1999,
Han y col. 1999, McLaren y col. 2003, Ellison y col 2006, Rivers y col 2012). Esto representa
un costo para la hembra, las picaduras de los huevos por otros tordos, y la competencia por el
alimento entre sus propias crias. Sin embargo, esta podria ser una estrategia adaptativa si el
hospedador seleccionado tiene la capacidad de criar exitosamente a mas de un pichén parasito
(Hatch 1983, Rivers y col. 2003). Hay evidencias de que las dos especies hospedadoras
utilizadas preferentemente por esta poblacion de Tordo Renegrido pueden criar mas de un
pichdn paréasito (Fraga 1985, Tuero 2004, Fiorini 2007). Por otro lado, Tuero y colaboradores
(2012) encontraron gue en la mayoria de los nidos naturales los huevos de tordo son los menos
dafados por el comportamiento de picaduras al parasitar, lo que indicaria que el costo de
picaduras por parasitismo multiple o repetido es relativo. Los autores plantearon que podria
deberse a las propiedades intrinsecas de los huevos parasitos (que difieren en forma y grosor de
la cascara con respecto a los huevos del hospedador, siendo mas resistentes a las picaduras,
Mermoz y Ornelas 2004, Rahn y col. 1988, Spaw y Rohwer 1987, Picman 1989) o bien, sin ser

mutuamente excluyente, porque las hembras pueden dejar méas de un huevo en el mismo nido, y

82



Cap. 8: Discusion general

para reducir el riesgo de romper sus propios huevos disminuyen la frecuencia o intensidad en las
picaduras en visitas subsiguientes. El parasitismo repetido encontrado en esta poblacion indica
que las hembras no evitan activamente parasitar el mismo nido. Esto podria estar ligado a la
densidad de nidos de la especie hospedadora preferida, donde en presencia de una baja densidad
de nidos se incrementa la probabilidad de parasitar el mismo nido por azar.

Al alto grado de polimorfismo interindividual en los huevos de tordo subyace una
constancia en el patron de coloracion a nivel individual. Este resultado apoya lo encontrado
previamente en otras especies (Molnar 1944, Wyllie 1981, Dufty 1983, Fleischer 1985, Gibbons
1986, Jackson 1992, Lyon 1993a, b, Alvarez 1994, Moksnes y Rgskaft 1995, McRae & Burke
1996, Langmore y col. 2007, Antonov y col. 2007, Moksnes y col. 2008). La similitud entre los
huevos de diferentes hembras muestra, sin embargo, que no es conveniente estudiar la estrategia
de puesta sobre la base del patron de coloracién de los huevos (Kattan 1997, Lyon 1997) ya que
se podrian sobreestimar los huevos puestos por la misma hembra.

A diferencia de las evidencias encontradas en otras especies de aves, que proponen una
herencia materna del patron de manchas (Gibbs y col. 2000, Gosler y col. 2000) y autosémica de
la coloracién de fondo (Hutt 1949, Collias 1993, Marchetti y col. 1998), datos previos en el
Tordo Renegrido no sustentan la herencia materna del patron de manchas de sus huevos (Mahler
y col. 2008). La constancia intraindividual encontrada en este estudio sugiere una base genética,
en contraposicion a una influencia del ambiente (Cherry y Bennett 2001, Avilés y col. 2007),
donde se observaria una alta variabilidad entre los huevos de una misma hembra. En ausencia de
herencia materna, los resultados apoyarian una herencia autosémica del patron de manchas. De
esta manera, la distribucidn, intensidad y tamafio de las manchas de las céascaras de los huevos
estarian dados por la combinacion particular de genes heredados de los individuos parentales.

En conclusion, los resultados muestran un area de parasitismo acotada para cada hembra,
en la que usa preferentemente los nidos de una determinada especie hospedadora. La utilizacion
ocasional del nido de otro hospedador podria corresponder a una estrategia de “muestreo”
mediada por el seguimiento de otras hembras que utilizan el mismo territorio, lo cual implicaria
un bajo costo para encontrar nidos distintos a los preferidos. Esta estrategia se veria favorecida
por el alto grado de polimorfismo de los huevos del Tordo Renegrido, donde las hembras no
pueden anticipar la coloracion de sus propios huevos y la utilizacion de mas de una especie
hospedadora podria aumentar las chances de que al menos alguno de sus huevos se desarrolle en
forma exitosa. Ademas, explicaria la incorporacion de nuevos hospedadores, un aspecto clave

para la expansion de esta especie parasita.
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