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Efecto de dos parasitos de cria sobre el cuidado parental de una especie con cria
cooperativa, el Musico (Agelaioides badius)

Resumen

Las crias de las especies pardsitas son capaces de manipular el comportamiento de sus
hospedadores a través de sus despliegues de pedido de alimento, mimetizando alguna
sefal del despliegue (acustica o visual) o exagerando una sefial no especifica. Mediante
experimentos de campo y de laboratorio, se estudio el efecto de dos especies parasitas de
cria, el Tordo Pico Corto (TPC), Molothrus rufoaxillaris, y el Tordo Renegrido (TR), M.
bonariensis, sobre el comportamiento de cuidado parental de los adultos, la dindmica del
grupo social y la competencia entre las crias, en un hospedador compartido que presenta
cria cooperativa, el Musico (Agelaioides badius). Ademds, se estudid el sistema de
apareamiento del Musico, las relaciones de parentesco de los ayudantes del nido y la
pareja reproductiva y el comportamiento de remocién de las larvas de moscas del género
Philornis sp., causantes de miasis en pichones. El sistema de apareamiento del Musico se
analizé a nivel genético con 7 loci microsatélites. Se observod que el 34% de los nidos tuvo
al menos un pichén producto de paternidad por fuera de la pareja (PPP), resultando en un
10% de los pichones con evidencia de PPP. El 50% de los ayudantes estuvo emparentado
con la pareja reproductiva y los pichones del nido. Para evaluar el efecto del parasitismo
sobre el comportamiento parental del Musico se midié la frecuencia de entrega de
alimento al nido controlando el tamafio y composicidon de las nidadas. Los resultados
mostraron que la frecuencia de entrega de alimento fue similar entre nidadas parasitadas
con TPC, TR y nidadas no parasitadas. Para complementar estos anadlisis, se evalud
experimentalmente el efecto de las vocalizaciones de pichones de TPC y TR sobre la
frecuencia de entrega de alimento del hospedador. Los resultados mostraron que la
frecuencia de entrega de alimento fue mayor en respuesta a llamados de pichones de
Musico y TPC que del grupo control (sin llamados), similares entre llamados de Mdusico y
de TPCy similares entre el control y TR. La competencia entre los pichones de la nidada se
evalud en las nidadas controladas. Los pichones de ambas especies parasitas recibieron
una mayor proporciéon del alimento entregado al nido que la esperada por azar y que del
pichén de Musico de mayor tamaifo de su misma nidada. El TR, pero no el TPC, mostré
una mayor habilidad competitiva que el Musico de mayor tamafo de las nidadas no
parasitadas. Con respecto al parasitismo de Philornis sp., la prevalencia en los nidos de
Musico fue del 57%. La intensidad de parasitismo fue de 5,6 + 3,6 y de 7,3 + 5,1 larvas por
pichdn de Musico y TPC, respectivamente. Se obtuvieron las primeras evidencias directas
de remocion de larvas de Philornis por parte del Musico, mostrando que este
comportamiento es dirigido indistintamente hacia pichones propios y parasitos. Los
resultados muestran que ambos parasitos de cria logran manipular el comportamiento
parental del hospedador en la etapa de pichones aunque a través de diferentes
mecanismos.

Palabras claves: Parasitismo de cria, cria cooperativa, despliegues de pedido de comida,
Tordos, Manipulacién.



Effects of two brood parasites on the parental behavior of a cooperatively
breeding host, the Baywing (Agelaioides badius)

Abstract

Many young brood-parasitic birds can manipulate host parental behavior via their begging
display by mimicking some begging signals (acoustic or visual) of host young or by
exaggerating a non-specific cues. By means of field experiments and labwork, we have
studied the effect of two brood parasites, the Screaming Cowbird, Molothrus rufoaxillaris,
and the Shiny Cowbird, M. bonariensis, on the parental behavior, dynamic of the social
group and within-brood competition in a shared cooperatively breeding host, the Baywing
(Agelaioides badius). We studied the Baywing’s mating system and the peculiar preening
behavior and removal of Philornis sp. larvae, which cause myiasis in chicks. The genetic
mating system of Baywings was analyzed using 7 microsatellite /oci. It has been observed
that 34% of the females were involved in some extra-pair paternity events (EPP), yielding
10% of the chicks derived from EPP. 50% of the helpers were related to the reproductive
couple and chicks, being males. To evaluate the effect of parasitism on Baywing’s parental
behavior and within-brood competition, we measured the frequency of food delivery to
the nest, manipulating experimentally brood size and composition. Results showed that
food delivery rates were similar between broods parasitized by Screaming Cowbird and
the non-parasitized ones, but lower in nests parasitized with Shiny Cowbird compared to
non-parasitized broods. To complement this analysis, we evaluated the effect of Shiny and
Screaming Cowbird’s begging calls on the food delivery by Baywings. Results showed that
Baywings increased nest provisioning rates in response to Baywing and Screaming
Cowhbird calls compared to Shiny Cowbird calls, but there was no difference between the
feeding rates elicited by Baywing and Screaming Cowbird calls. Regarding the food
distribution, parasitic chicks from both species received a higher proportion than the
random expected and the biggest Baywing from their nests. Shiny, but not Screaming,
showed a higher competitive ability than the biggest Baywing of the non-parasitized nests.
Regarding Philornis parasitism, the prevalence on Baywing’s nests was 57%. The
parasitismintensity was 5.6 + 3.6 and 7.3 + 5.1 larvae per Baywing and Screaming Cowbird
chick, respectably. Baywings were recorded for the first time removing Philornis sp. larvae
from the brood, showing that this behavior is directed indistinctly towards own and
parasite chicks. These results showed for the first time that both parasites are able to
manipulate this host in the chick stage by means of different mechanisms.

Keywords: brood parasitism, cooperative breeding, begging displays, manipulation,
cowbirds, baywing.
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Introduccion

“We shall, perhaps, best understand how instincts in a state of nature have become
modified by selection, by consideringa few cases. | will select only three, out of the several
which 1 shall haveto discussin myfuture work, namely, the instinct which leads the cuckoo
to lay her eggs in other birds' nests; the slave-making instinct of certain ants; and the
comb-making power of the hive-bee: (...) But the American cuckoo is in this predicament;
for she makes her own nestand has eggs and young successively hatched, all atthe same
time. It has been asserted that the American cuckoo occasionally lays her eggs in other
birds' nests; (...) Nevertheless, | could give several instances of various birds which have
been known occasionallytolay their eggs inother birds' nests. Now let us suppose that the
ancient progenitor of our European cuckoo had the habits of the American cuckoo; but
that occasionally she laid an egg in another bird's nest. If the old bird profited by this
occasional habit, or if the young were made more vigorous by advantage having been
taken of the mistaken maternal instinct of another bird, than by their own mother's care,
encumbered as she can hardly fail to be by having eggs and young of different ages at the
same time; then the old birds or the fostered young would gain an advantage. And analogy
would lead me to believe, that the young thus reared would be apt to follow by inheritance
the occasional and aberrant habit of their mother, and in their turn would be apt to lay
their eggs in other birds' nests, and thus be successful in rearing their young. By a
continued process of this nature, | believe that the strange instinct of our cuckoo could be,
and has been, generated. | may add that (...), the European cuckoo has not utterly lost all
maternal love and care for her own offspring”.

Charles Darwin, 1859
El origen de las especies

Engaiiar, provocar, persuadir o inducir un cambio en el comportamiento de otro individuo
son estrategias comunes en la naturaleza. Una Mantis mimetizando una orquidea que
atrae polinizadores de los cuales se alimenta (Wickler, 1968; O’Hanlon et al., 2014);
pajaros y monos dando sefiales de alarma falsas para asustar a otros y conseguir su
comida (Munn, 1986; Wheeler, 2009); aves simulando tener un ala rota induciendo que
los depredadores se acerquen a ellas y no a sus nidos (Bergstrom, 1988), son algunos de
los numerosos ejemplos de “manipulaciéon” que se encuentran en la naturaleza. La

manipulaciéon puede ser costosa, cuando existe un impacto fuerte sobre el crecimiento,
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reproduccion o supervivencia del manipulado. En ese caso, se entiende al
comportamiento manipulativo como la interaccién entre individuos coespecificos o
heteroespecificos donde uno de ellos (el “manipulador”), aumenta su propio fitness

Ill

alterando el comportamiento de otro individuo (el “manipulado”) y generando un impacto
negativo sobre él (Krebs y Dawkins, 1984). En este escenario, es de esperar que se
favorezcan defensas -i.e. adaptaciones que reducen el riesgo o los efectos negativos de
ser manipulado- (Bauer etal.,, 2009), lo que a su vez puede generar una presion de
seleccion que lleve a la aparicion de contradefensas en el manipulador. Si este proceso
continda puede conducir a un proceso coevolutivo de tipo carrera armamentista entre el
manipulado y el manipulador (Dawkins y Krebs, 1979). Las relaciones manipulativas que

incluyen defensas y contra-defensas son muy comunes en los sistemas de pardsitos-

hospedadores.

El parasitismo es una forma de interaccion biolégica entre dos organismos, en donde uno
de ellos (parasito) obtiene recursos del otro (hospedador) generandole un perjuicio.
Existen multiples formas de parasitismo, pero las mas conocidas involucran virus,
bacterias, hongos y gusanos. En algunos pardsitos se observa uno de los tipos de
manipulacion mas extrema, que involucra un cambio del comportamiento del hospedador
a nivel neuronal, en beneficio del parasito (Krebs y Dawkins, 1984; Moore, 2002; Thomas
et al., 2005; Webster et al., 2006). Uno de los ejemplos mdas notables es el del roedor
“enamorado” de su enemigo, el felino (Webster etal., 2006). El protozoo parasito
Toxoplasma gondii usa a los roedores como hospedadores intermedios y a los felinos
como hospedadores donde se reproduce (Janovy y Roberts, 2009). Cuando un roedor es
infestado por T. gondii su comportamiento cambia, incrementando su actividad vy
exposicion a depredadores (Webster et al., 2006) y disminuyendo su neofobia (Webster
et al., 1994). Los roedores infestados pierden su aversién al olor del felino y se sienten
atraidos por ellos, lo que incrementa la probabilidad de que sean comidos por los felinos y
asi T. gondii continle su ciclo reproductivo (Webster etal., 2006). No todas las
manipulaciones del comportamiento de los hospedadores requieren efectos a nivel

neuronal. Existen otros tipos que se dan, principalmente, a través del engafio y la
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explotacién sensorial de los hospedadores. Estas manipulaciones son comunes en una

peculiar forma de parasitismo, llamada parasitismo de cria.

El parasitismo de cria es una estrategia reproductiva en la cual los individuos parasitan el
cuidado parental del hospedador. Esta estrategia evoluciond en el reino animal tanto en
invertebrados como en vertebrados. El ejemplo mas estudiado en invertebrados es el de
las hormigas esclavistas (Hymenoptera: Formicidae) que explotan la fuerza de trabajo de
otras especies de hormigas para nutrir y cuidar a su progenie (e.g., Alloway 1980; Foitzik
et al. 2001). En los vertebrados, podemos encontrar este comportamiento en peces como
el Bagre Cuclillo (Synodontis multipunctata, clase Siluriformes) que desova y fecunda sus
huevos en sitios de desove de otros peces (ciclidos). Los ciclidos protegen los huevos de
los bagres en su boca durante el desarrollo y terminan perdiendo su propia progenie, ya
que los alevines del bagre se alimentan de los alevines de los ciclidos (e.g., Sato 1986;
Stauffer y Loftus 2010). Dentro del grupo de las aves, se encuentran los ejemplos mejor
descriptos sobre parasitismo de cria en vertebrados. En este caso, los individuos de una
especie (parasitos) depositan sus huevos en los nidos de individuos de otras especies

(hospedadores) que los incubany crian a los pichones pardsitos hasta su independencia.

El parasitismo de cria en aves se encuentra en alrededor de 90 especies,
aproximadamente el 1% de las especies actuales (Rothstein 1990; Ortega 1998; Davies
2000), y se cree que evolucioné de manera independiente al menos siete veces (Sorenson
y Payne, 2002). Estas incluyen tres origenes independientes en los cucos del Viejo y Nuevo
Mundo (familia Cuculidae), uno en los pinzones africanos (Vidua spp. y Anomalospiza spp.,
familia Estrildidae), uno en los indicadores de miel (familia Indicatoridae), uno en los
tordos (Molothrus spp., familia Icteridae), y uno en el Pato de Cabeza Negra (Heteronetta

atricapilla, familia Anatidae) (Sorenson y Payne, 2002).
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Figura 1.1 Carricero Comun (Acrocephalus scirpaceus) alimentando al pichdn de Cuclillo Comun (Cuculus
canorus). Foto: Fred Klootwijk
La famosa imagen (Figura 1.1) del Carricero Comun (Acrocephalus scirpaceus) alimentando
a un pichon de Cuclillo Comun (Cuculus canorus) 10 veces mas grande que él, ha llamado
la atencién de naturalistas desde Aristoteles (Peck, 1970). EI comportamiento parasitario
de esta especie, cuyos pichones recién nacidos arrojan fuera del nido todos los huevos y
pichones de su hospedador, fue descripto por Gilbert White (1789) como “antinatural” y
“un monstruoso ultraje al afecto materno”. Sin embargo, Darwin (1859) explicé como el
parasitismo de cria podria haber evolucionado por seleccidon natural comparando el
comportamiento de cuidado parental de los cuclillos del Nuevo Mundo con el
comportamiento parasitario de los de Europa. La pregunta de cémo éste y otros parasitos
de cria logran manipular a sus hospedadores y obtener un adecuado cuidado parental

continua intrigando a los bidlogos hasta la actualidad.

El parasitismo de cria implica costos para el hospedador en términos de éxito reproductivo
debido a que las hembras parasitas suelen remover o dafiar los huevos del hospedador
cuando visitan sus nidos (Sealy, 1992; Peer, 2006; Spottiswoode y Colebrook-Robjent,
2007; Gloag etal.,, 2012) y los pichones parasitos pueden incrementar directa o

indirectamente la mortalidad de las crias del hospedador (Dearborn et al., 1998; Davies,
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2000; Langmore y Spottiswoode, 2012; Spottiswoode y Koorevaar, 2012). Los costos del
parasitismo pueden ser: 1) despreciables, cuando no tiene efectos sobre el éxito
reproductivo del hospedador; 2) moderados, cuando resulta en la pérdida parcial de la
nidada (por ejemplo, parasitos que conviven con los pichones de hospedadores); y 3)
severos, cuando resulta en la pérdida total de la nidada (i.e. pardsitos que atacan a los
huevos y pichones del hospedador o excluyen competitivamente a sus compafieros de
nido en hospedadores pequefios) (Langmore y Spottiswoode, 2012). En general, cuando
se incrementan los costos del parasitismo, las defensas del hospedador tienden a ser mas
sofisticadas. A su vez, la evolucion de defensas en el hospedador puede seleccionar
adaptaciones en el parasito que les permiten evadirlas, dando lugar a una carrera
armamentista entre pardsito y hospedador. Este proceso puede llevar a la evolucion del

mimetismo de los huevos o pichones del hospedador en los parasitos.

Una vez que los parasitos logran pasar las primeras lineas de defensa del hospedador
(poner un huevo en el nido y que éste sea aceptado e incubado el tiempo suficiente para
eclosionar), el pichén que nace debe manipular al hospedador para recibir un adecuado
nivel de cuidado parental hasta lograr su independencia. Los pichones solicitan alimento a
los padres, y compiten por él dentro de la nidada, a través de despliegues de pedido de
alimento en los cuales exhiben claves visuales (postura del pichén y color del pico) y
acusticas (vocalizaciones). Estas claves son usadas por los padres para ajustar la tasa de
entrega de alimento (Kilner et al., 1999). Varios estudios indican que las aves parasitas
exhiben despliegues de pedido de alimento mas exagerados que los de sus especies
hospedadoras (Davies et al., 1998; Kilner et al., 1999; Tanaka y Ueda, 2005; Sicha et al.,
2007; Grim, 2008). Estos despliegues mas intensos de los pichones parasitos pueden
afectar el comportamiento de los padres induciendo mayores niveles de cuidado parental.
Incluso se ha reportado que pueden incrementar las tasas de entrega de alimento mas alla
de los niveles observados para una nidada completa del hospedador (Grim y Honza, 2001;

Kilpatrick, 2002; Hoover y Reetz, 2006).
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Figura 1.2 Pichdn de Vidua macroura (izquierda) que mimetiza visualmente el patron del pico de los
pichones de su hospedador, Estrilda astrilda (derecha). Foto: Justin Schuetz tomada de Schuetz, 2005

Algunos pichones parasitos pueden inducir el cuidado parental apropiado engafiando a
sus padres adoptivos por medio del mimetismo de una o mas claves del despliegue de
pedido de alimento de los pichones del hospedador (Langmore et al., 2003, 2008). Por
ejemplo, el pardsito Vidua macroura presenta un elaborado patréon de coloracién en su
boca, idéntico al de los pichones del hospedador, Estrilda astrilda (Figura 1.2). Esta
coloracién parece estimular la entrega de alimento por parte de los padres, ya que cuando
el patrén fue alterado experimentalmente en el pichdn pardsito, éste recibié menos
alimento (Schuetz, 2005). Otra posibilidad para obtener suficiente cuidado parental es
“sintonizar” en los canales de comunicacidn del hospedador, explotando alguna clave a la
cual éste es sensible (Davies, 2011). El caso mas conocido es el Cuclillo Comun. Este
pardsito es criado solo en el nido, pero consigue igual cantidad de alimento que una
nidada completa del hospedador (Kilner et al., 1999). La clave de cémo logra manipular a
sus hospedadores esta en sus vocalizaciones y en la rapidez de sus despliegues. Un Unico
pichén de Cuclillo pide alimento con un [lamado extremadamente rdpido, el cual simula la
sefial acustica y el abrir y cerrar de bocas que producen 4 pichones del hospedador.
Basicamente, el Cuclillo Comun explota sensorialmente a su hospedador sintonizando en
sus canales sensibles (Kilner et al., 1999). En general, el mimetismo es mas comun en

parasitos que usan pocos hospedadores para poner sus huevos (especialistas) y la
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explotacién sensorial en los parasitos que utilizan un gran nimero de hospedadores

(generalistas).

Mas alld de la estrategia utilizada por los pardsitos para inducir el cuidado parental, su
presencia generalmente representa un gasto energético extra para el hospedador. El
incremento en el gasto energético ocasionado por el aumento en el esfuerzo parental
podria tener efectos negativos sobre la supervivencia de los adultos (Hoover y Reetz,
2006). Si bien los costos del parasitismo de cria sobre el fitness de los hospedadores estan
bien documentados (Hoover, 2003), relativamente pocos trabajos han investigado la
influencia del parasitismo sobre el comportamiento de cuidado parental de los
hospedadores (Dearborn et al., 1998; Lichtenstein y Sealy, 1998; Hoover y Reetz, 2006;
Rivers, 2009). Mds aun, estos trabajos se han limitado a especies hospedadoras con
cuidado uniparental o biparental, mientras que casi no se ha investigado el efecto del
parasitismo sobre el cuidado parental en especies con cria cooperativa (Ursino et al.,

2011).

La cria cooperativa es un sistema reproductivo en el que otros adultos ademds de los
padres (ayudantes) contribuyen al cuidado y alimentacion de las crias que no son sus
descendientes directos. La presencia de ayudantes en el nido puede tener importantes
efectos sobre el esfuerzo parental que realizan los padres y la competencia entre los
pichones, lo cual a su vez, puede afectar el modo en que el parasitismo impacta sobre el
comportamiento de los padres y el éxito de las crias (Shen et al., 2010). Por ejemplo,
varios estudios en especies con cria cooperativa no parasitadas muestran que los padres
compensan el esfuerzo que realizan los ayudantes, disminuyendo su inversién a medida
que aumenta la contribucién de los otros miembros del grupo (Hatchwell, 1999; Wright y
Dingemanse, 1999; Canestrari et al., 2007) y que los ayudantes, a su vez, incrementan su
esfuerzo en respuesta a una mayor demanda de alimento en el nido (Wright, 1998;
MacGregor y Cockburn, 2002). Si las mismas reglas de decisién valen para especies
parasitadas, entonces es de esperar que la presencia de ayudantes reduzca el efecto del
parasitismo sobre el esfuerzo de los padres, hipétesis que aun no ha sido puesta a prueba.

Desde el punto de vista de los ayudantes, el parasitismo puede significar un costo extra
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dependiendo de los beneficios que reciben por su contribucién en el nido. Dado que
algunos de los beneficios dependen de la relacién de parentesco de los ayudantes con la
pareja reproductiva y con las crias que ayudan a cuidar, conocer las relaciones genéticas
dentro del grupo social es crucial para comprender cdmo se mantiene la cria cooperativa

en especies que ademas son parasitadas.

Un excelente modelo para estudiar el efecto del parasitismo de cria sobre el cuidado
parental en una especie con cria cooperativa es el MUsico, Agelaioides badius, una especie
hospedadora de dos parasitos de cria que posee ayudantes en el nido (Friedmann, 1929;
Orians etal.,, 1977). Los Musicos fueron descriptos como mondégamos sociales con
ayudantes que son hijos de afos previos de la pareja reproductiva (Fraga, 1991), pero
estas afirmaciones no han sido aun corroboradas con datos genéticos. Los Musicos son
parasitados por el Tordo Pico Corto (Molothrus rufoaxillaris) (Fraga, 1998), y el Tordo
Renegrido (M. bonariensis) (Ortega, 1998). El Tordo Pico Corto es un pardsito de cria
especialista que tiene como hospedador casi exclusivo al Musico, aunque utiliza
secundariamente otros dos hospedadores efectivos en algunas partes de su distribucién:
el Chopi (Gnorimopsar chopi) y el Pecho Amarillo Comun (Pseudoleistes virescens) (Fraga,
1996; Mermoz y Reboreda, 1996; Di Giacomo y Reboreda, 2015). El Tordo Renegrido es el
pardsito de cria mas generalista del grupo de los tordos, para el que se conocen mas de

200 especies hospedadoras (Ortega, 1998).

La caracteristica mds sobresaliente de este sistema es la notable similitud que presentan
los juveniles de Tordo Pico Corto respecto de los de Mdusico, tanto en la coloracion del
plumaje como en las vocalizaciones (Figura 1.3). Esta similitud, que no esta presente en el
Tordo Renegrido, no puede ser explicada por ancestralidad comun (Lanyon, 1992). En la
etapa de volantones, el Tordo Pico Corto, pero no el Tordo Renegrido, recibe cuidado
parental por parte del Musico hasta lograr su independencia. La independencia de los
pichones pardsitos coincide con su primera muda, cuando pierden el plumaje similar al del
Musico y adquieren el plumaje negro caracteristico del adulto (Ursino et al., 2012). La
similitud entre los juveniles de Musico y Tordo Pico Corto y la discriminacién del Musico

en contra de los juveniles no miméticos de Tordo Renegrido sugieren una larga historia
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Figura 1.3. Mimetismo del Tordo Pico Corto con el Musico. Imagenes de juveniles de a) Musico
(Agelaioides badius), b) Tordo Pico Corto (Molothrus rufoaxillaris), y c) Tordo Renegrido (M. bonariensis),
y de adultos de d) Musico, e) Tordo Pico Corto y f) Tordo Renegrido, hembra (marrén)y macho (plumaje
negro). Fotos: primera fila tomadas por Cynthia Ursino sacadas de De Marsicoetal., 2012 y segunda fila

tomadas de internet.

coevolutiva entre parasito y hospedador a través de la cual la “carrera armamentista”

entre las partes ha escalado hasta las etapas mas tardias del ciclo de nidificacién (De
Marsico et al., 2012).
En la etapa de pichones, ambos parasitos presentan despliegues de pedido de alimento

exagerados respecto de sus hospedadores (Lichtenstein, 2001; Lichtenstein y Dearborn,

2004), y en el Tordo Pico Corto ya se puede apreciar la similitud de sus vocalizaciones con
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las del hospedador (Rojas Ripari, 2015). Contrariamente a lo que sucede en la etapa de
volantones, ambos parasitos crecen exitosamente durante la etapa de pichones en los
nidos de Musico (De Marsico et al., 2010). Sin embargo, aun no esta claro si el hospedador
responde de la misma manera a ambas especies parasitas y si los pichones especialistas y

generalistas difieren entre si en su capacidad para obtener cuidado parental.

Otra caracteristica sobresaliente del cuidado parental de los Musicos es que remueven las
larvas de la mosca Philornis sp, causantes de miasis en los pichones. Este comportamiento
ha sido propuesto a través de la observacién de evidencias indirectas tales como cicatrices
en la piel de los pichones (Fraga, 1984). La larva de Philornis sp. es un ectoparasito que
tiene efectos subletales y letales en numerosos paseriformes del Neotropico (Arendt,
1985b; Dudaniec y Kleindorfer, 2006; Fessl et al., 2006; Quiroga y Reboreda, 2012;
Rabuffetti y Reboreda, 2007; Segura y Reboreda, 2011). Fraga (1984) propuso que el
comportamiento de remocién de este ectoparasito, que beneficia también a los pichones
pardsitos, podria ser uno de los factores que favorecen el parasitismo de cria tan

especializado del Tordo Pico Corto.

1.1 Objetivos

El objetivo general de esta Tesis es estudiar el efecto de dos especies de aves parasitas de
cria sobre la dindmica del grupo social, el comportamiento de cuidado parental y la

competencia entre las crias, en una especie con cria cooperativa, el Musico (A. badius).
Los objetivos especificos son:

1) Determinar las relaciones de parentesco genéticas entre la pareja reproductiva, las
crias y los ayudantes en el Musico.
2) Determinar si la presencia de pichones parasitos en el nido afecta la tasa de

entrega de alimento vy el reclutamiento de ayudantes.

10
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3) Evaluar si el efecto del parasitismo sobre el comportamiento de entrega de
alimento difiere entre un parasito de cria con despliegues no especificos (el Tordo
Renegrido) y otro mimético (el Tordo Pico Corto).

4) Estudiar la efectividad de las vocalizaciones de los pichones pardsitos similares a
las del hospedador (Tordo Pico Corto) y no similares (Tordo Renegrido) para
estimular el comportamiento de entrega de alimento al nido.

5) Estudiar el efecto del parasitismo sobre la distribucion de alimento entre los
pichones de la nidada.

6) Describir el efecto del ectoparasitismo de Philornis sp. en los pichones presentes
en el nido de Musico.

7) Documentar el comportamiento de remocién de larvas de Philornis sp. por parte

de los adultos de Musico.

1.2 Estructura y sinopsis de los siguientes capitulos

En el Capitulo 2 se describen las principales caracteristicas del sitio de estudio vy la
metodologia de busqueda de nidos. Se detalla el protocolo y actividades realizadas

durante el monitoreo de los nidos, la captura y extraccion de sangre de adultos de Musico.
¢Por qué ayudar en los nidos de Musico?

Para conocer los beneficios que podrian recibir los ayudantes por contribuir en el nido, en
primer lugar es necesario conocer los vinculos entre los individuos del grupo. En el
Capitulo 3 se estudiaron las relaciones de parentesco entre la pareja reproductiva, los
pichones y los ayudantes del nido. El objetivo es conocer el sistema de apareamiento del
hospedador y obtener una primera exploracidon sobre los posibles beneficios genéticos
que los ayudantes reciben por su contribucién. Los Musicos son socialmente mondégamos
y presentan cria cooperativa con ayudantes que se unen al nido principalmente después
de la eclosién de los huevos. Se pone a prueba la hipétesis de que los Musicos son

genéticamente mondgamos y que los ayudantes obtienen beneficios indirectos por su

11



Cynthia Ursino Capitulo 1. Introduccién

contribucidn. Para evaluar estas hipdtesis se realizaron capturas y extraccién de sangre de

adultos y pichones que fueron analizadas en laboratorio mediante técnicas moleculares.
éLos pardsitos de cria demandan mayor cuidado parental?

En el Capitulo 4 se estudio si la presencia de pichones pardsitos en el nido induce mayores
niveles de cuidado parental en el Musico, medido como la tasa de entrega de alimentoy
el reclutamiento de ayudantes. Ademas, se evalulo si este efecto del parasitismo difiere
entre un pardsito de cria generalista (el Tordo Renegrido) y uno especialista (el Tordo Pico
Corto). Para esto, se realizd un experimento a campo donde se midié el cuidado parental

controlando el tamafio y composicién de las nidadas.

éLos pardsitos de cria miméticos y no miméticos logran estimular igualmente bien el

cuidado parental?

En el Capitulo 5 se evalud el efecto de las vocalizaciones de los pichones de Tordo Pico
Corto y Tordo Renegrido sobre el cuidado parental. Mediante un experimento a campo de
reproduccién de llamados donde se midid la tasa de entrega de alimento al nido, se puso
a prueba la hipdtesis de que las vocalizaciones similares a las propias (Tordo Pico Corto)
logran estimular una mayor tasa de aprovisionamiento que las vocalizaciones no-

especificas (Tordo Renegrido).
¢Como se distribuye el alimento entre los pichones en los nidos parasitados?

En el Capitulo 6 se estudid el efecto del parasitismo sobre la competencia por el alimento
en el nido. Ambos parasitos presentan despliegues de pedido de alimento exagerados y
tienen un tamaio corporal ligeramente mayor que el hospedador hacia el final del ciclo de
nidificacidon, por lo que se espera que tanto el Tordo Renegrido como el Tordo Pico Corto
logren competir exitosamente por el alimento que entregan los adultos, recibiendo una
mayor proporcién del mismo que los pichones del hospedador. Mediante filmaciones del
interior del nido se analizé la distribucién del alimento en nidadas parasitadas con Tordo

Pico Corto, Tordo Renegrido y nidadas no parasitadas.

12
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éLos Musicos remueven las larvas de Philornis sp.?

En el Capitulo 7 se estudid la incidencia y posibles efectos del parasitismo de la mosca
Philornis sp. en los nidos de Musico y el comportamiento de remocidn de larvas por parte
de los adultos. A través de inspecciones de los pichones y de filmaciones del interior del
nido, se documenta por primera vez de manera directa el comportamiento de remocién
de larvas de este hospedador y se aportan nuevos datos del efecto del parasitismo de
Philornis sp. en este hospedador y el comportamiento de acicalamiento de los Musicos.
Finalmente se discute el beneficio para los pardsitos de cria de crecer en los nidos de

Musico.

Por ultimo, el Capitulo 8 presenta la discusion general donde se resumen los resultados
principales, se realiza una revisidn global de los mismos y se plantean posibles lineas de

investigacion futuras que se derivan de los hallazgos de esta Tesis.
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Metodologia General

“Me lo contaron y lo olvidé. Lo viy
lo aprendi. Lo hice y lo entendi”
CONFUCIO

2.1 Sitio y especies de estudio

El trabajo de campo se realizd en la reserva privada Flora y Fauna autéctona “El Destino”,
en el Partido de Magdalena, Provincia de Buenos Aires (35°08’ S, 57°23’ O) (Figura 2.1).
Este sitio tiene una superficie de 2.400 hectdreas y forma parte de la Reserva de la
Biosfera (MAB-UNESCO) Parque Costero del Sur. El ambiente es un pastizal himedo con
cordones de conchilla y arena donde se asientan parches de bosque dominados por Tala

(Celtis ehrenbergiana) y Coronillo (Scutia buxifolia) (Cagnoni et al., 1996).

El Mdsico, el Tordo Pico Corto y el Tordo Renegrido son residentes todo el afo en el area
de estudio. La temporada reproductiva del Musico se extiende desde fines de noviembre a
fines de febrero y la del Tordo Pico Corto se superpone completamente con la del Musico.
La temporada reproductiva del Tordo Renegrido comienza a fines de septiembre y se
extiende hasta fines de enero, compartiendo sélo parte de su temporada reproductiva

con la del Musico.
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Figura 2.1. Reserva privada “El Destino”. (a) Ubicacién geografica tomada del Libro “Parque Costero del
Sur” (Athor, 2009), (b) imagen satelital del area de monitoreo de nidos tomada de Google Maps, (c) parches
de tala y coronillo en el pastizal de la reserva (foto tomada por Cynthia Ursino).
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Figura 2.2 Tipos de nidos usados por el Musico. De izquierda a derecha, caja nido, nido de hornero
(Furnarius rufus) y nido de benteveo (Pitangus sulphuratus). Fotos: Cynthia Ursino

2.2 Nidos de Musico

El Musico es una especie de nidada Unica, es decir, que no vuelve a reproducirse luego de
un intento reproductivo exitoso (Fraga, 1991; De Marsico y Reboreda, 2008). Rara vez
construye su propio nido, y de hacerlo es una copa abierta de pasto. Lo mas frecuente es
gue exploten la gran variedad de nidos cerrados de otras especies, principalmente de la
familia Furnariidae (Phacellodomus spp., Synallaxis spp. y Furnarius rufus) y Pitangus
superfuratus (Tyrannidae) (Figura 2.2), y cavidades disponibles (Fraga, 1986; De Marsico y
Reboreda, 2010). Para facilitar la recoleccién de datos, se renovaron en el area de estudio
50 cajas nido colocadas por primera vez en el 2002. Las cajas fueron construidas en
madera y sus medidas fueron 30 x 20 x 16 cm (alto, ancho, profundidad), con un orificio
de entrada de 4,5 cm de didmetro y un techo-tapa que permite revisar facilmente el
contenido (Figura 2.2). Se colocaron a una altura de entre 1,5 y 2,5 m, préximas a los
bordes de los talares. Dado que los Musicos no nidifican en cajas que se encuentran
totalmente vacias, antes del inicio de cada temporada reproductiva se limpiaron y
rellenaron con nidos artificiales hechos de ramas pequenas e hilo sisal, con el fin de
promover su utilizacion (De Marsico et al., 2010). Sélo el 10-25% de los nidos de Musico
monitoreados anualmente se construyeron en cajas nido. En el sitio de estudio, el 93-

100% de los nidos de Musico son parasitados anualmente por el Tordo Pico Corto con una

21



Cynthia Ursino Capitulo 2. Metodologia general

intensidad promedio de 5,0 £+ 0,3 (* error estandar, ‘E.E.”) huevos por nido parasitado, y el
16% por el Tordo Renegrido con una intensidad promedio de 1,4 £ 0,1 (£ error estandar)

huevos por nido parasitado (De Mdrsico y Reboreda, 2010).

2.3 Recoleccion de datos

Durante las temporadas reproductivas 2011-2012, 2012-2013 y 2013-2014 se realizé una
busqueda exhaustiva de nidos de Musico usando como clave el comportamiento de los
adultos. Una vez localizados, los nidos fueron revisados cada 1-2 dias con ayuda de
escaleras portatiles (4-5 metros de largo) hasta que produjeron volantones (nidos
exitosos) o fracasaron por depredacién o abandono. Un nido se consideré depredado si su
contenido, fuesen huevos o pichones, desaparecia entre dos visitas consecutivas o si
dentro del nido se encontraban los huevos o pichones con signos de depredacién (restos
de las cascaras del huevo, plumas, sangre o pichones lastimados). Se lo considerd
abandonado si los huevos o pichones estaban frios al momento de la visita y no habia

adultos alrededor.

Las visitas a los nidos se realizaron entre las 6:30 de la mafana y las 7 de la tarde, excepto
en la etapa de pre-puesta y puesta, en las que se revisaron a partir de las 7:30 hs para
evitar disrupciones de la puesta de huevos (los Musicos ponen los huevos alrededor de las
7 de la mafana). En cada visita se registro el numero de adultos presentes
simultdneamente cerca del nido (variable que se llamara “tamafio de grupo”), la identidad
de los mismos cuando estaban marcados (ver mas abajo) y se inspecciond el contenido del
nido. Los huevos fueron numerados y los pichones fueron marcados en las patas con tinta
indeleble para identificarlos. Las marcas consistieron en pintar de negro la pata izquierda,

la pata derecha, ambas patas o dejarlas sin marcar.

Los huevos de Musico y de Tordo Pico Corto son muy parecidos entre si en cuanto a la
forma y el tamafio, e incluso pueden serlo en coloracion (Figura 2.3 a). Para determinar a

qué especie pertenecian se siguieron las caracteristicas propuestas por Fraga (1986): los
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Figura 2.3. Identificacién de especies en el nido de Musico. a) Huevos de las especies de estudio: de
izquierda a derecha, Musico, Tordo Pico Corto y Tordo Renegrido, b) tres pichones de Mdusico y uno de
Tordo Pico Corto de 2 dias de edad que se pueden identificar por el color de piel y el pico (el segundo desde
la izquierda es de Tordo Pico Corto), c) pichdn de Tordo Renegrido de 8 dias que puede identificarse por el
color amarillo de la comisura del picoy las plumas pardas. Fotos: a) Analia Lopez, b) y c) Cynthia Ursino

huevos de Musico tienen un color de fondo generalmente verdoso o grisaceo, patrén de
manchas mas homogéneo y forma mas alargada. Los huevos del Tordo Pico Corto tienen
un color de fondo rosado o crema y presencia de trazos oscuros como manchas de tinta
china (Figura 2.3 a). Los pichones de Musico y Tordo Pico Corto también son similares
entre si. En este caso se utilizaron las caracteristicas propuestas por Fraga (1979) donde la
identificaciéon se basd en el color del pico (mandibula superior con la punta color marrén
oscuro en el Musico y mandibula color rosado homogénea en el Tordo Pico Corto) vy el
color de la piel (mds anaranjado en el Musico y rosado en el Tordo Pico Corto) en pichones
de hasta 4 dias de edad (Figura 2.3 b). La identificacion de pichones de 5 o mas dias de
edad se torna practicamente imposible debido al alto grado de similitud entre los
pichones de las dos especies (De Marsico, 2009). Los huevos de Tordo Renegrido se
diferencian facilmente de los de Musico y Tordo Pico Corto por su forma mas redondeada,

color de fondo y manchas de contorno bien definido (Figura 2.3 a). Lo mismo sucede con

23



Cynthia Ursino Capitulo 2. Metodologia general

los pichones, los cuales son distinguibles de las otras dos especies por su piel anaranjada,
el color amarillo intenso de las comisuras del pico y por el color de las plumas primarias
cuando empiezan a asomar (pardo en el Tordo Renegrido y rufo en el Musico y el Tordo

Pico Corto) (Figura 2.3 c).

Una vez que los huevos eclosionaron, se registré diariamente el peso y longitud del tarso
de todos los pichones hasta los 8 dias de edad. El peso fue medido con balanzas marca
Pesola de 10, 30 y 60 g (error: 0,05, 0,1 y 0,25 g, respectivamente) o con balanza digital
portatil marca Ohaus (error: 0,01g) y el tarso con calibre de reloj marca Spi (error: 0,05
mm). A los 8 dias de edad, se les colocé a los pichones una combinacidn Unica de anillos
de colores y un anillo de metal numerado para identificarlos fuera del nido y se les extrajo
una pequefia muestra de sangre (20-30 pl) mediante puncidn de la vena braquial con una
aguja 31G y posterior recoleccién con un capilar heparinizado. Las muestras fueron
conservadas en 500 pl de buffer de lisis (100mM TRIS, 100mM EDTA, 10mM NaCl, 2% SDS)

y conservadas a temperatura ambiente hasta su analisis (ver capitulo 3).

2.4 Captura de individuos adultos

Durante los meses de septiembre-octubre (temporada no reproductiva) se realizaron
capturas de adultos de Musico usando trampas (Figura 2.4). Al costado y dentro de las
mismas se colocd mijo para atraer a los individuos (Figura 2.4 b). Los individuos
capturados fueron marcados con anillos de aluminio numerados y una combinacién Unica
de anillos pldsticos de colores, y se les extrajo una muestra de sangre siguiendo el mismo

protocolo que en pichones (ver arriba).

Durante las temporadas reproductivas, se realizaron capturas de adultos de Musico no
marcados que se encontraban presentes en los nidos activos. Estas capturas se hicieron
mediante redes de niebla luego de que nacieran los pichones (Figura 2.4 c). La experiencia
previa con esta especie indica que las capturas de adultos reproductivos de Musico luego

de la eclosidon no afecta la supervivencia de los nidos o las crias (C. Ursino observacién
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Figura 2.4. Dispositivos de captura de adultos. a) Esquema de la trampa-jaula: consiste en un cubo de 1 m’
de alambretejido con dos entradas en forma de embudo al ras de piso y una puerta por donde se extraen a
los individuos capturados. En el interior de |a trampa secolocd alimento (semillas de mijo) para atraer a los
individuos. b) Foto de la trampa de caida en el campo con el comedero a su izquierda e individuos dentroy
alrededor de la trampa. c) Redes de niebla alrededor de un arbol de tala que tiene un nido de Mdsico.
Imagenes: a) y c) Damidn Bikiel, b) Cynthia Ursino

personal). Los individuos capturados se marcaron individualmente con una combinacién

Unica de anillos y se les extrajo una muestra de sangre, siguiendo los mismos

procedimientos que en la temporada no reproductiva.
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Vivir en grupo:
Sistema de apareamiento genético del Musico

"These remarkablebirds are cooperative breeders,
yet females routinely cuckold all themales that guard
andrear their young (...) that is a bitof a worry”

Andrew Cockburn

Behavioral ecology as bigscience:
25 years of askingthe same questions (2014)

3.1 Introduccion

La cria cooperativa es un sistema reproductivo en el que mas de dos individuos
contribuyen al cuidado de la nidada, habiendo individuos que no son padres de algunos de
los pichones que crian (Stacey y Koenig, 1990). Los individuos adultos “adicionales” a la
pareja reproductiva son llamados ayudantes y colaboran generalmente en la alimentacion
de pichones y juveniles y en la defensa del territorio, creando un sistema conocido como
reproduccion social. Se estima que este sistema se encuentra en 850 especies de aves,
que corresponden aproximadamente al 9% de las especies actuales (Cockburn, 2006). La
evolucion de la cria cooperativa es considerada un proceso que incluye la decisién de
retrasar la dispersion del territorio natal y la decision de ayudar (Cockburn, 1998; Nicholls
etal.,, 2000). A pesar de que la dispersidon retardada no siempre conduce a la ayuda
(Koenig et al., 1992), en la mayoria de las especies con cria cooperativa es lo que da lugar
a la contribucion (Hatchwell, 2009; Riehl, 2013). Se cree que la decisidn de permanecer en
el territorio natal es el resultado de una combinacién de restricciones ecolégicas, rasgos

de historia de vida y beneficios de la filopatria (Pen y Weissing, 2000). La decisién de
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ayudar, por lo general, estd asociada a beneficios en términos de fitness (Clutton-Brock,

2002; Koenig y Dickinson, 2004).

La evolucidn de este sistema reproductivo ha sido de gran interés para los bidlogos desde
hace mucho tiempo debido a la aparente paradoja que representa dentro del marco de la
teoria de la selecciéon natural, incluso planteada por Darwin (1859): los ayudantes tienen
un comportamiento aparentemente altruista postergando su propia reproduccion para
cuidar crias que no son sus descendientes directos. Una propuesta para resolver este
dilema, vino de la mano de la teoria de seleccién de parentesco (Hamilton, 1964), basada
en el concepto de fitness inclusivo que refleja el grado en que el material genético de un
individuo se trasmite de una generacién a la siguiente, ya sea a través de su propia
descendencia (fitness directo) o a través de incrementar el fitness de sus parientes (fitness
indirecto). Hamilton (1964) sugirié que un rasgo altruista, como ayudar a otro individuo a
cuidar a su progenie, se vera favorecido si los beneficios de esta contribucién, ponderado
por la relaciéon de parentesco entre los ayudantes y los destinatarios, superan los costos
de realizar ese comportamiento. Si las posibilidades de reproduccién independiente estdn
limitadas, por ejemplo por una baja disponibilidad de territorios reproductivos o una alta
mortalidad al dispersar, un individuo puede aumentar su fitness por seleccién de
parentesco a través de ayudar a individuos genéticamente emparentados en tanto los

costos de ese esfuerzo no superen los beneficios (Griffin y West, 2003).

Las evidencias encontradas de que la cria cooperativa puede evolucionar si los individuos
que postergan su reproduccion y permanecen como ayudantes en el nido incrementan su
fitness a través de mejorar el éxito reproductivo de sus parientes cercanos (beneficio
indirecto) o al incrementar la probabilidad de reproduccién directa presente o futura
(beneficio directo), llevé a Emlen (1997) a afirmar que la paradoja original habia
desaparecido en gran medida. En cambio, Cockburn (1998), considera que aun estamos
lejos de comprender el significado adaptativo del comportamiento de ayuda y sefala
algunos aspectos pasados por alto en estudios sobre cria cooperativa. Por ejemplo, que

los miembros de un grupo social pueden obtener beneficios muy distintos al contribuir en
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un nido y que la ayuda no siempre proviene de individuos emparentados (Riehl, 2013;

Taborsky et al., 2016).

En los ultimos afos, la utilizacién de técnicas moleculares que permiten determinar el
grado de parentesco impulsé nuevos estudios en el campo de la cria cooperativa (Koenig y
Dickinson, 2004). Estos trabajos han demostrado que los ayudantes varian en cuanto a su
relacion de parentesco y su comportamiento reproductivo en el grupo social: hay
ayudantes que sodlo contribuyen en nidos de parientes cercanos (Russell y Hatchwell,
2001) y otros que frecuentemente asisten a individuos no emparentados (Dunn et al.,
1995; Riehl, 2013); casos en los que los individuos sélo ayudan si comparten la paternidad
con la pareja dominante (Davies, 1990; Richardson et al., 2001) o tienen acceso a la

hembra en el futuro (Magrath y Whittingham, 1997).

Esta variabilidad en la participacion de los ayudantes estd acompafada de una
multiplicidad de sistemas de apareamiento entre las aves con cria cooperativa que van
desde la monogamia genética (Lessells et al., 1994; Russell y Hatchwell, 2001; Koenig y
Dickinson, 2004) hasta patrones complejos de cria comunal y paternidad compartida
dentro de los grupos cooperativos (Cockburn, 2004; Yuan etal., 2004; Riehl, 2013),
pasando por distintos grados de paternidad/maternidad compartida (Dickinson, 2001).
Esto hace que muchos sistemas no puedan asimilarse a marcos conceptuales previos,
basados Unicamente en la seleccidon por parentesco (Koenig y Dickinson, 2004; Riehl,
2013), y pone en relieve la necesidad de conocer las relaciones de parentesco genéticoy
el sistema de apareamiento predominante dentro de los grupos sociales para evaluar la
importancia relativa de los beneficios genéticos indirectos y directos en la evolucion del

comportamiento de cria cooperativa.

La cria cooperativa en aves del Neotropico ha sido poco estudiada a pesar de que es
frecuente en las especies de esta region (Rodrigues y Carrara, 2004; Cockburn, 2006;
Riehl, 2011; Dias et al., 2013). El Musico es una especie neotropical que posee ayudantes
en el nido (Friedmann, 1929; Orians et al., 1977). Los grupos sociales en el Musico estdn

compuestos usualmente por una pareja reproductiva que puede estar acompafiada de 1 a
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4 ayudantes (Fraga, 1991; Ursino etal., 2011). Los ayudantes se unen al nido
principalmente después de la eclosion de los huevos y durante la etapa de juveniles puede
observarse el reclutamiento de mds ayudantes, hasta un tamafio de grupo de 10 o mas
individuos adultos (Fraga, 1991; Ursino et al.,, 2011). Los ayudantes participan en la
defensa del nido frente a depredadores y proveen alimento a los pichones y juveniles
(Fraga, 1991; Ursino et al., 2011). Algunos estudios observacionales previos sugieren que
los ayudantes pueden ser hijos de |la pareja reproductiva que permanecen en el territorio
natal, asi como individuos que se incorporan al grupo luego de un intento reproductivo no
exitoso (Fraga, 1991). Si bien el Musico ha sido descrito como una especie socialmente
mondgama, no hay estudios genéticos que corroboren el sistema de apareamiento ni las

relaciones de parentesco entre los miembros del grupo social.

El objetivo general de este Capitulo es estudiar la organizacién social del Mdusico. En
particular, conocer: 1) el sistema de apareamiento genético, 2) la relacién de parentesco
entre pichones, pareja reproductiva y ayudantes y 3) el sexo de los ayudantes. En este
Capitulo se evalua, por un lado, la hipdtesis de que los Musicos presentan monogamia
genética. Bajo esta hipdtesis se espera que los pichones de un nido sean hijos de la pareja
reproductiva de ese nido. Por otro lado, se evalla la hipdtesis de que la cria cooperativa
en el Musico esta favorecida principalmente por beneficios indirectos (seleccién por
parentesco) mas que por beneficios genéticos directos. Bajo esta hipdtesis se espera que
los ayudantes sean parientes en primer grado (hijos o hermanos) de uno o ambos
miembros de la pareja reproductiva y tengan un grado de parentesco equivalente a
hermanos o tios con los pichones que crian. Alternativamente, si los beneficios genéticos
directos juegan un papel mds importante que los beneficios indirectos, se espera que los
ayudantes asistan a individuos con los que no estdn emparentados y compartan la
paternidad/maternidad de las crias con la pareja dominante o accedan a fertilizaciones

extra-pareja dentro de su grupo social.
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3.2 Métodos

3.2.1 Procedimiento

La extraccion de ADN se realizé con el Kit de OMEGA (Estados Unidos), a partir de las
muestras de sangre de los adultos y pichones tomadas segun el protocolo general (ver

Capitulo 2).

3.2.2 Determinacion del sexo

La determinacion del sexo de los adultos asociados al nido (pareja reproductiva y
ayudantes) se realizd utilizando como marcador molecular el gen CHD presente en los
cromosomas sexuales. Este gen presenta distinto largo de sus intrones dependiendo de si
estd en el cromosoma Z o en el W. En una corrida electroforética las hembras, sexo
heterogamético en las aves (ZW), presentan dos bandas y los machos (ZZ) sdélo una
(Griffiths et al., 1998). Inicialmente se utilizaron los cebadores P2/P8 pero la visualizacion
de la diferencia entre las dos bandas caracteristicas de las hembras en el gel de agarosa no
fue clara. Por este motivo, se agregd el cebador PO (Han et al., 2009). La combinacion
PO/P2 puede amplificar una parte del gen CHD-W de forma aislada, generando una tercera

banda mas pesada sélo en las hembras (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Imagen de un gel de agarosa al 3% para la determinacién del sexo. Se pueden observar 7
calles sembradas con los productos de amplificacion resultante de una PCR para determinar el sexo de 7
individuos de Musico, utilizando los cebadores PO/P2/P8 con muestras de ADN. Los individuos de las
calles 1y 4, con una Unica banda, son machos (ZZ) y los individuosdelas calles 2, 3, 5, 6, 7, con 3 bandas,

son hembras (ZW). La calle 8 es el negativoy la 9 es la escalera con los tamafios de las bandas en pares
de bases (PB).

Las amplificaciones se realizaron por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Se utilizé un volumen de 10 pl utilizando 10-50 ng de ADN templado, 0,5 uM de los
cebadores PO, P2 y P8, 0,5 mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl2 y 0,5 U (unidades de Taqg-
Polymerasa, Kapa), completando el volumen total con agua libre de nucleasas. Las
condiciones de la PCR fueron: desnaturalizaciéon inicial a 94°C por 2 min, seguido de 40
ciclos de desnaturalizacién (94°C por 45 seg), hibridacion (52°C por 45 seg) y extension
(72°C por 45 seg), finalizando con un ciclo de extensién a 72°C por 5 min. Los productos de

PCR fueron separados en un gel de agarosa al 3% tefiido con GelRed o SYBR safe.

3.2.3 Relaciones de parentesco entre adultos y pichones

Para poner a punto la técnica de analisis de parentesco para el Musico, se utilizd la
extraccion de ADN de 16 adultos capturados en diferentes zonas del sitio de estudio. Se
probaron 13 /oci microsatélites, amplificados por medio de una PCR utilizando cebadores
disefiados para el Tordo Cabeza Marrén, M. ater (género emparentado con la especie de

estudio): CB1, CB12, CB15, Dpu 15b, Dpu 16, Map 10, Mau 20, Mau 23, Mau 25, Map 29,
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Map101, Map 102, Map 104 (Alderson et al., 1999; Longmire et al., 2001; Strausberger y
Ashley, 2001, 2003). Las condiciones para la PCR se mantuvieron iguales a las publicadas
para la especie original y se fueron ajustando para optimizar los resultados. Se considerd
gue los cebadores se podian amplificar correctamente en los Musicos cuando se observo
como producto de la PCR una unica banda en un gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed o
SYBR safe. Para los /oci de los que se obtuvo una amplificacién exitosa, se estudié su grado
de polimorfismo (i.e. nimero de alelos por locus). Sélo se usaron en este estudio aquellos

loci que mostraron 3 o mas alelos (/oci polimérficos).

Una vez puestas a punto las condiciones 6ptimas para la PCR y los /oci polimérficos, se
repitio el procedimiento para el resto de las muestras. La PCR se llevé a cabo en un
volumen de reacciéon de 10 pl: 10-50 ng de ADN templado, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 mM de
cada dNTPs, 0,125 uM de cebador “forward” que se marcd con 0,5 uM de cebador M13
con un fluoréforo (FAM, NED, PET, VIC), 0,5 uM de cebador “reverse” y 0,5 U (unidades de
Tag-polimerasa, Kapa), completando el volumen total con agua libre de nucleasas. Las
condiciones de la PCR fueron: una desnaturalizacién inicial a 94 °C por 4 min, seguido de
30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 50 seg, una hibridacién a TH°C por 60 seg y una
extension a 72°C por 60 seg, luego otros 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 50 seg,
seguido por hibridacién a 50°C (temperatura de hibridacion especifica para el cebador
M13) por 60 seg y una extensiéon a 72°C por 60 seg y una extension final a 72°C por 30
min. La TH es la temperatura de hibridacion o “annealing” que depende del microsatélite

utilizado (ver Tabla 3.1 en Resultados).

Una vez que se confirmd que la PCR fue exitosa, se prepararon los productos de
amplificacién para ser genotipados. Los productos fueron diluidos 1:50 con agua libre de
nucleasas. Luego se colocd en cada calle de una placa de 96 calles 4l del producto de
amplificacion diluido (1ul por marcador fluorescente), 0,35 pl de GeneScan 500 LIZ
tamano estandar y 5,65 pl de formamida (Hi-Di). La placa se llevé a la PCR para
desnaturalizar el ADN (3 minutos a 95°C), e inmediatamente después se puso en hielo por

2 minutos. Una vez terminado este procedimiento, las muestras fueron procesadas en el
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secuenciador ABI 3730xI de 96 capilares pertenecientes al Departamento de Organismos y

Biologia Evolutiva de la Universidad de Harvard.

3.2.4 Tamafo muestral y andlisis de datos

En los Musicos es rara la reduccidn de nidada, sin embargo, el sistema de estudio presenta
parasitismo de cria por lo que es comin que en las nidadas se pierdan huevos debido a
gue son picados por las hembras de tordo que visitan los nidos (De Marsico et al., 2010).
Dado que las muestras de sangre fueron tomadas al dia 8 de edad de los pichones (ver
Capitulo 2), cuando se habla de nidadas completas en este capitulo se refiere a pichones
que alcanzaron esta edad. Para los analisis, se utilizaron las nidadas provenientes de
puestas completas (n = 30) y de puestas donde se perdidé sélo un huevo (n = 15). La Unica
excepcion fue que se incorporaron los datos de 2 nidos que tenia 2 pichones, de un total
de 4 huevos puestos, porque se tenian las muestras de sangre de uno o ambos padres

putativos (n = 2).

Se trabajé con un total de 188 muestras de sangre provenientes de 153 pichones, 27
padres putativos (15 hembras y 12 machos) y 8 ayudantes que se unieron al nido en etapa
de pichones, pertenecientes a 47 grupos reproductivos. En 8 grupos se disponia de
muestras de sangre de todos los pichones y ambos padres, en 1 de ambos padres y sdlo 2
pichones, en 1 de uno de los padres y sélo 2 pichones, en 11 se contaba con muestras de
uno de los padres y sus pichones y en 26 nidos, de la nidada completa sin los padres. Las
muestras fueron colectadas entre 2006 y 2013: 7 grupos en la campafia 2006-2007, 7
grupos en 2009-2010, 2 grupos en 2010-2011, 10 grupos en 2011-2012, 7 grupos en 2012-
2013 y 14 grupos en 2013-2014.

Para determinar el peso molecular de los alelos para los loci y asignar el genotipo a cada
una de las muestras se utilizd el programa GeneMapper v3.0 (AppliedBiosystems). La
ocurrencia de errores de genotipado se determind con el programa libre Microchecker
version 2.2.3 (Oosterhout et al., 2004). Los errores de genotipado pueden deberse a
mutaciones en la region de los cebadores que pueden dar lugar a alelos que no se

amplifican (alelos nulos o allelic dropout) o fallas en la amplificaciéon, producto de
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pequefias deleciones que pueden generar un nimero mayor de picos alrededor del
verdadero pico (stuttering), lo cual puede producir errores en la interpretacion. El ajuste al
equilibrio de Hardy-Weinberg, el desequilibrio de ligamiento, la diversidad alélica, y la
heterocigosis observada y esperada se analizaron con los programas Cervus version 3.0
(Marshall et al., 1998) y GENEPOP version 4.2 (Raymond y Rousset, 1995; Rousset, 2008).
Para cuantificar el poder de discriminacién de los microsatélites usados se calculé la
Probabilidad de Identidad (P,p) que es la probabilidad de que dos individuos tomados al
azar en una poblacién tengan un genotipo idéntico. La P,p depende del niumero de loci
usados para reconstruir el genotipo, la heterocigosidad de cada locus y las relaciones
entre los individuos de la poblacion. Cuanto mas bajo es este valor, mayor poder de
resolucién tienen los marcadores. Se calculé el P;p para la poblacién de muestras y Pjp

entre hermanos. Waits et al. (2001) consideran un valor de P,p bajo entre 0,01 y 0,0001.

La asignacion de parentesco fue dividida segun los datos obtenidos: (a) asignacion de
paternidad/maternidad, (b) asignacién de hermanos y (c) asignacion de la relacion de

parentesco entre ayudantes, la pareja reproductiva y pichones.
(a) Asignacion de paternidad/maternidad

Se realizd con los nidos donde se contaba con al menos un padre putativo (n = 19) y se
estudio la probabilidad de que ese adulto fuese el progenitor de la nidada. El andlisis se
llevé a cabo con el programa Cervus v3.0 (Marshall et al., 1998), el cual realiza un andlisis
bayesiano de probabilidades de los genotipos. Por cada pichdn y padre candidato calcula
el puntaje LOD (natural logarithm of the likelihood ratio), el cual brinda la probabilidad de
paternidad o maternidad del padre putativo respecto a un individuo tomado al azar de la
poblacién de muestras. Ademds, calcula la diferencia en LOD (ALOD) entre el candidato
mas probable y el que le sigue como mas probable con un 80 y 95% de confianza. Se

corrieron 100.000 ciclos de simulaciones y se fijo un error del 1%.

(b) Asignacion de relaciones de hermanos
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Las relaciones de hermanos se analizaron en los grupos reproductivos en los cuales se
contaba sdlo con los genotipos de los pichones del nido (n = 26) o de los pichones y uno
sélo de los padres (n = 12), ya analizados en el punto (a). Conocer las relaciones entre
hermanos, aunque no se conozca el genotipo de ambos padres sociales, es util para
apoyar las inferencias del sistema de apareamiento. La presencia de medio-hermanos en
un nido indicaria multiples apareamientos. Para conocer la presencia de medio-hermanos
en las nidadas se usd el coeficiente r, el cual es una medida continua de la similitud
genética relativa entre dos individuos respecto a dos individuos tomados al azar de una
poblacién de referencia y expresa la proporcién de alelos idénticos compartidos por
descendencia directa. Este coeficiente es util cuando no se conoce el pedigri o es escasa
su informacion. Por los valores tedricos se espera que hermanos completos tengan un
valor de r igual a 0,5, medio hermanos de 0,25 y no emparentados de 0. Para estimar el
coeficiente r se utilizaron todos los estimadores disponibles en el programa Kingroup v2
para cada par de hermanos (Lynch y Ritland, 1999; Konovalov et al., 2004; Wang, 2004).
Sin embargo, los estimadores del coeficiente r son una medida continua, por lo que no
existe un limite discreto entre las categorias de parentesco. Para definir ese limite, se
tomaron los hermanos completos con ambos padres conocidos (n = 24 individuos
provenientes de 9 nidos). A partir del calculo de r entre hermanos completos confirmados
con el andlisis realizado en el punto (a) (n = 24), se realizd una estimacion de Bootstrap
para obtener el intervalo de confianza al 99% para cada estimador disponible en el
programa Kingroup v2. La categoria ‘hermanos completos’ (HC) se definié desde 1 hasta el
valor inferior de este intervalo. Se repitid el procedimiento usando este conjunto de datos
pero mezclando los individuos de tal forma de generar pares de individuos no
relacionados (i.e. pichones provenientes de diferentes nidos). Con este conjunto de datos
se definid la categoria ‘no relacionados’ (NR). Lamentablemente, no se contaba con datos
suficientes (n = 2 vinculos) para realizar lo mismo con la categoria ‘medio hermanos’ (MH).
Por ende, esta categoria se definid entre los valores del limite superior de NR e inferior de
HC. Para estimar el error en las asignaciones en las categorias definidas, se estimo el

nimero de hermanos completos y de individuos no relacionados que fueron mal
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asignados con esta clasificacion. Por ultimo, la relacion entre los individuos también fue

analizada por comparaciones directas (ver mas abajo).

Cuando se detecté un MH en la nidada y/o el padre social no fue asignado como padre de
alguno de los pichones de la nidada se consideré como una evidencia de paternidad por
fuera de la pareja, ‘PPP’ (el macho no es el padre genético del pichdn). Cuando se detectd
un MH y el padre fue asignado como padre genético pero no lo fue la madre, se considerd
una evidencia de cuasiparasitismo, ‘CP’ (madre genética ajena al nido pero padre presente
en el nido). Si ninguno de los padres putativos fue asignado como padre de un pichdn de

‘

la nidada, se consider6 como un caso de parasitismo intraespecifico ‘P’ (ambos

progenitores ajenos al nido).

(c) Asignacion de la relacion de parentesco entre los ayudantes y la pareja

reproductiva y los pichones.

La asignacion de parentesco de los ayudantes se realizé con Cervus v3.0 (Marshall et al.,
1998). En primera instancia, se analizo si el ayudante era hijo de alguno de los miembros
de la pareja reproductiva y luego, si era padre de alguno de los pichones de ese nido. En
los casos donde se conocia el genotipo de sélo uno de los miembros de la pareja
reproductiva, se analizd la probabilidad de que fuese hermano o medio hermano de los
pichones del nido con el programa Kingroup v2 (Konovalov et al., 2004). No es posible

conocer otro tipo de parentescos como tios, primos, etc., con este analisis.

Todas las asignaciones de parentesco resultantes de los analisis con los programas fueron
verificadas a través de la comparacién directa entre los genotipos de los pichones, las
hembras, los padres sociales y los ayudantes de cada nidada. Los adultos fueron excluidos
como padres/madres si se diferenciaban de los pichones en dos o mas loci. En la
comparacion entre pichones de cada nidada, se descartd que fueran hermanos completos
si en dos 0 mas loci habia alguna inconsistencia en la cantidad de alelos posibles (el
maximo esperado de alelos por locus es 4). Los ayudantes se compararon como hermanos
o progenitores de la misma manera. La diferencia en un Unico /ocus fue considerada como

un error metodolégico en el genotipado.

37



Cynthia Ursino Capitulo 3. Sistema de apareamiento

Tabla 3.1. Microsatélites utilizados para el analisis de parentesco. Se muestra la temperatura de
hibridacién (TH), rango de tamafio de los alelos en pares de bases, cantidad de alelos (k), heterocigosis
observada (Ho) y esperada (He), analisis de Hardy-Weinberg (H-W) (NS: no significativo).

Cebadores (-[CH) Ta(r;s)ﬁo K Ho He H-W
CB1 55 173-265 14 0,750 0,783 NS
CB 12 55 167-235 20 0,888 0,882 NS
CB 15 55  233-318 24 0,881 0,906 NS
Dpu 16 55 167-225 18 0,630 0,655 NS
MAU 10 63 176-206 10 0,508 0,487 NS
MAU 29 55 117-197 19 0,881 0,877 NS

MAU 104 55 176-234 14 0,702 0,734 NS

3.3 Resultados

De los 13 microsatélites probados, 6 fueron excluidos del analisis: MAU25 y MAU23 no
pudieron ser amplificados para la mayoria de los individuos, MAU20, MAU 101 y MAU 102
presentaron bajo polimorfismo (2 alelos) y Dpu 15 b presentd evidencias de stuttering.
Por lo tanto, se trabajé con los 7 microsatélites restantes que no mostraron evidencias de
errores de genotipado ni desequilibrio de ligamiento (microsatélites independientes) y se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 3.1). La P entre los 7 loci
amplificados fue baja (P total = 2,95x10° y P, entre hermanos = 1,3x103), lo que
indicaria un poder resolutivo suficiente como para permitir identificar a cada individuo.

Sélo 2 pares de hermanos compartieron idéntico genotipo.
(a) Asignacion parental realizada con el programa Cervus v3.0.

Los resultados revelaron que de los 27 progenitores putativos (15 hembras y 12 machos)
pertenecientes a 21 nidos, todos fueron asignados como padres/madres de todos los

pichones de su nido, excepto 4 (14,8%). En uno de estos cuatro casos el padre social no
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fue asignado por el programa como padre genético de uno de los pichones del nido. Este
individuo corresponde a un grupo reproductivo donde la hembra fue asignada como
madre de todos los pichones y el macho como padre de sélo 2 de 3 (i.e. un caso de PPP).
El segundo y tercer caso fue un grupo reproductivo donde la hembra fue asignada como
madre de 2 pichones de 3y el macho fue asignado como padre sélo del pichdn que no era
hijo de la madre (i.e. PPP y CP, respectivamente). El cuarto caso es un nido donde la
hembra fue asignada como madre de uno de los pichones pero no del otro (CP o P, no se

puede distinguir ya que no se contaba con la informacién del macho).

Por lo tanto, de los 62 pichones analizados en este punto, 2 pichones (3,2%) de 2 nidos
diferentes no fueron hijos de la hembra del nido (CP o P) y 3 pichones (4,8%) de 2 nidos
diferentes no fueron hijos del padre social (PPP). Debido a que en 12 grupos sélo se
contaba con 1 de los padres putativos, esas nidadas fueron re-analizadas en el siguiente
punto. Las comparaciones directas de los genotipos fueron consistentes con los resultados

del Cervus v3.0.
(b) Asignacion de relaciones de hermanos

Para poder realizar la asignacidon de hermanos, primero se definieron los limites de cada
categoria (HC, MH, NR) para cada cdlculo de los estimadores de r disponible en el
programa Kingroup v2.0 (Tabla 3.2 y Figura 3.2). El r de Wang (2002) fue descartado del
andlisis porque, para este conjunto de datos, el limite inferior de la HC y el superior de NR
se superponieron (Tabla 3.2). Dado que el resto de los r presentaron un comportamiento
similar, para analizar todas las muestras, se selecciond el r de Konovalov que fue uno de

los mds conservativos y uno de los que menos errores de asignacion presento.
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Figura 3.2. Estimadores del coeficiente r obtenidos con una muestra de 24 individuos pertenecientes a 9
nidos en los cuales se conocian ambos padres y su relacion de parentesco era de hermanos completos
(HC). Con esos individuos se hizo una muestra de pichones no relacionados (NR): r Konovalov’ (Konovalov
y Heg 2008), r LR’ (Lynch y Ritland 1999), r MV GQ’ (Maxima verosimilitiud de Goodnight and Queller,
Konovalov 2004) y ‘r GQ’ (Goodnight and Queller 1989).

Al analizar el conjunto de datos para el que se tiene el genotipo de uno de los padres, se
encontrd que en uno de 12 nidos (8%) hubo un pichdn asignado como MH del resto de los
pichones del nido (0,08 < r < 0,21; ver limites en Tabla 3.3), lo cual es una evidencia de
paternidad por fuera de la pareja (PPP) que no habia sido detectada en el punto (a). Para
el ultimo caso del punto (a) donde se tenia el genotipo de la hembra del nido y 2 pichones,
usando este analisis se pudo descartar que se trate de cuasiparasitismo debido a que
ambos pichones no estaban relacionados tanto para el r estimado (r = -0,15) como para la

comparacion directa. Se considera una evidencia de parasitismo intraespecifico.

Para el conjunto de datos en el que no se tienen los genotipos de los padres, se encontrd
que el 13% de los pichones (n = 91) pertenecientes a 46% de los nidos (n = 26)
presentaron evidencias de PPP (Tabla 3.3). Es importante destacar que en este caso, al no

tener ninguno de los padres, no se puede distinguir entre PPP y CP. Por lo tanto, todos los
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Tabla 3.2. Estimadores del coeficiente r calculados con el programa Kingroup v2. Se muestran el promedio de
‘r de Wang’ (2002), ‘r de Konovalov’ (Konovalovy Heg 2008), ‘r de LR’ (Lynch y Ritland 1999), ‘r de MV GQ’
(Méaxima verosimilitiud de Goodnight and Queller, Konovalov 2004) y ‘r de GQ’ (Goodnight and Queller 1989)
obtenidos con una muestra de 24 individuos pertenecientes a 9 nidos de los cuales se conocia ambos padres
y su relacién de parentesco era de hermanos completos (HC). Con esos individuos se hizo una muestra de
pichones no relacionados (NR). Se muestra el error estandar (E.E.), limite inferior para HC y superior para NR
al 99% de confianza y cudntos individuos dela muestra conocida fueron mal asignados segln estos limites. El
‘rde MH’ es el par de coeficientes r para el Unico medio hermano presente en un nido con 3 pichones de las

muestras con padres sociales conocidos.

r de r de
Konovalov rdelR MV GQ

HC NR HC NR HC NR HC NR HC NR

r de Wang r de GQ

Promedio 0,602 0428 0515 -0,040 0500 -0,081 0521 -0,035 0477 -0,103
E.E. 0,063 0,074 0,050 0,030 0,050 0,019 0,050 0,012 0,051 0,036

e Al 0444 0619 0388 0050 0360 -0,034 0402 -0,001 0346 -0,012

Mal
asignados

rde MH  0,39-0,18 0,33- 0,33 0,28- 0,16 0,36- 0,28 0,28- 0,26

6 7 7 6 6 8 8 5 7 9

casos de MH fueron asignados como PPP. Se descartaron nuevos casos de parasitismo
intraespecifico dado que ninguno de los pichones fue categorizado como NR. Los
resultados por comparacion directa de los genotipos fueron mas conservativos que los

presentados con este analisis (Tabla 3.3).

Analizando los resultados del punto (a) y (b) en conjunto, hubo evidencias de PPP en el
10% de los pichones (n = 153) que estaban presentes en el 34% de los nidos estudiados (n
= 47) (Figura 3.3). Solo se verificé un evento de cuasiparasitismo y uno de parasitismo

intraespecifico en los 47 grupos reproductivos estudiados (Figura 3.3).

(c) Asignacion de la relacion de parentesco entre los ayudantes y la pareja

reproductiva y pichones

Se conté con el genotipo de 8 ayudantes pertenecientes a 6 grupos reproductivos. Los
resultados del andlisis con Cervus v3.0 revelaron que 4 ayudantes (2 hembras y 2 machos)

no fueron asignados como hijos/as de la pareja reproductiva o como padres de los
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Tabla 3.3. Se muestran las relaciones de parentesco obtenidas con el programa Kingroup v2: el porcentaje de
pichones (% Pichones) y nidos (% Nidos) que fueron asignados como hermanos completos (HC), medio hermanos
tomados como evidencia de paternidad por fuera de la pareja (PPP), o pichones no relacionados tomados como
evidencia de cuasiparasitismo (CP) para el conjunto de nidadas donde se conocia sélo uno de los padres (Con 1
padre) y para el conjunto de datos donde no se conocia ninguno de los padres (Sin padres), calculado con el
estimador del coeficiente r de Konovalov y el método directo. Se muestra el nimero de nidos (#Nidos) y pichones
(#Pichones) con el que se trabajod para cada conjunto de datos.

r de Konovalov Directo

Nidada #Pichones #Nidos Relacoén % Pichones % Nidos % Pichones % Nidos

HC 88 64 9 82
Con 1 padre 33 12 PPP 9 27 3 9
CP 3 9 3 9
_ HC 87 54 91 69
Sin padres 91 26
PPP 13 46 9 31

pichones de la nidada (Figura 3.3). En uno de estos casos no se contaba con informacion
del padre del nido. Por ende, se realizo el cdlculo del coeficiente r como en el punto (b) y
se encontré que el ayudante no estaba relacionado con la hembra ni con los pichones
(-0,47 < r < -0,07), es decir que no estaba relacionado con el grupo familiar. Estos
ayudantes fueron observados por primera vez en el nido entre el dia 3 y 9 de edad de

pichones.

Los otros 4 ayudantes (todos machos) fueron asignados como hijos de la hembra del nido
(Figura 3.3). En sdélo uno de los casos se contaba también con el genotipo del padre
putativo y éste fue asignado por el programa como padre del ayudante. Para los otros 3
ayudantes se calcularon los ry resultaron ser HC de los pichones de la nidada (0,42 < r<
0,80). Estas relaciones de parentesco fueron consistentes con los resultados del analisis
por comparacion directa de los genotipos. Estos ayudantes se observaron por primera vez

en el nido entre el dia 2 y 4 de edad de pichones.
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Hijos de afios previos

Paternidad por
Y fuera de la pareja Monogamia Cuasiparasitismo
10% (34%) 89% (62%) 0,65% (2%) Q d

e |

..................)-_<......................

Q

Ayudantes
NO emparentados

Ayudantes
(2 hembras y 2 machos)

relacionados
(4 machos)

Parasitismo

0,65% (2%)

Figura 3.3. Sistema de apareamiento del Musico. Se muestran los porcentajes de un total de 153 pichones
resultantes de cada tipo de relaciones. Entre paréntesis se encuentra el porcentaje de nidos (n =47). Los
individuos en gris representan aquellos que no fueron observados directamente pero seinfirio surelaciona

partir del andlisis genético.

En sdlo uno de los nidos analizados en este punto, que tenia un ayudante emparentado y

otro no, se observaron evidencias de PPP. En el resto de los nidos con ayudantes

genotipados no se observaron evidencias de PPP.
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3.4 Discusion

El objetivo de este Capitulo fue estudiar el sistema de apareamiento genético en el
Musico, el cual presenta una pareja dominante monégama social y ayudantes facultativos
en el 40% de los nidos (Fraga, 1991; Ursino et al., 2011). Los resultados muestran que el
sistema de apareamiento genético del Musico abarca una monogamia simple y casos de
paternidad por fuera de la pareja. Se observd que el 10% de los pichones fueron
resultados de fertilizaciones por fuera de la pareja social, que ocurrieron en el 34% de los
nidos. Ademds, se detectdé un evento de parasitismo intraespecifico y uno de
cuasiparasitismo. Con respecto a los ayudantes, se encontré que la mitad (4 individuos)
eran hijos machos de afios previos de ambos miembros de la pareja y la otra mitad (4
individuos) no estuvo relacionada ni con la pareja reproductiva ni con los pichones del
nido. Estos resultados sugieren que los grupos sociales en el Musico pueden formarse
tanto por la retenciéon de crias que demoran la dispersién como por el reclutamiento de
individuos no emparentados con la pareja reproductiva, y que la dispersion natal estaria

sesgada hacia las hembras.

Las especies cooperativas comprenden una gran diversidad de sistemas de apareamiento
que van desde la monogamia (Lessells et al., 1994; Russell y Hatchwell, 2001; Koenig y
Dickinson, 2004) hasta complejos sistemas de puestas conjuntas de hembras y poliginia
(Reyer, 1984; Yuan etal., 2004; Riehl, 2012). Los Musicos parecen ser un ejemplo
intermedio, donde la monogamia genética predomina, pero existe evidencia de
paternidad por fuera de la pareja. El ejemplo mas parecido al de los Musicos es el del
Azulejo de Garganta Azul, Siaia mexicana (Dickinson, 2001), que presenta evidencias de
fertilizaciones por fuera de la pareja y los ayudantes no estan involucrados en la
reproduccion. Sin embargo, en ese estudio el porcentaje de crias resultado de relaciones
extra-pareja (20%) fue mayor que el encontrado en este trabajo (10%). Aunque aun es
tema de debate el hecho de cudles son los beneficios de la paternidad por fuera de la
pareja para la hembra, en algunas especies sociales se observd una asociacién positiva

entre el ndmero de veces que los machos del grupo accedian a la hembra y su
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contribucion en el nido (Burke et al., 1989). En este sistema son necesarios mas estudios
para comprender los posibles beneficios del “engaio” para la hembra y sus consecuencias
para los ayudantes. Los resultados mostraron que sdélo en un nido donde se tenian dos
ayudantes genotipados hubo evidencias de PPP y ambos ayudantes fueron excluidos
como padres de los pichones del nido, lo que sugiere que los ayudantes no estarian
obteniendo beneficios en términos de fitness directo por acceso a cépulas con la hembra

reproductiva.

Respecto del sistema social, los resultados sugieren que los beneficios indirectos pueden
jugar un papel importante en el mantenimiento de la cria cooperativa en el Musico. El
50% (4 individuos) de los ayudantes estudiados fueron hijos machos de la pareja
reproductiva y hermanos completos de los pichones del nido al cual se unieron. Esto
concuerda con el patréon encontrado en especies como la Calandria de Galapagos,
Nesomimus parvulus (Curry, 1988), y el Azulejo de Garganta Azul, Sialia mexicana
(Dickinson et al., 1996), donde los ayudantes tienden a colaborar en nidos de individuos
con parentesco cercano mdas que en nido de individuos poco emparentados (Russell y
Hatchwell, 2001). La hipdtesis propuesta para este patron es que la cria cooperativa esta
mantenida por la seleccion por parentesco (Hamilton, 1964). Los ayudantes obtienen
beneficios indirectos por su contribucién ya que aumentan su fitness inclusivo al colaborar
en la reproduccion de individuos emparentados (Koenig y Dickinson, 2004). Una hipodtesis
alternativa a la seleccidn por parentesco, es que la ayuda seria una consecuencia pasiva de
la filopatria y la consiguiente estructuracidon genética de la poblacion, es decir que los
ayudantes no tendrian una preferencia por sus parientes sino que la relacién entre el
parentesco y la cooperaciéon es un producto secundario de que los ayudantes se quedan
en el territorio donde nacieron y ayudan en los nidos mds cercanos. Para descartar la
hipdtesis de filopatria habria que mostrar que los ayudantes, presentados con la
posibilidad de elegir, prefieren unirse a nidos de parientes cercanos (Hamilton, 1964). El
ejemplo mejor documentado de preferencia por parientes cercanos es el del Mito
(Aegithalos caudatus). En esta especie los ayudantes son individuos que fallaron en su

intento reproductivo, pero no todos los individuos que fallan ayudan, y los que ayudan lo
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hacen preferentemente en el nido de un pariente cercano (Russell y Hatchwell, 2001). En
el sistema de estudio, aln no se conoce si los ayudantes tienen preferencia por parientes
cercanos a la hora de ayudar, ni los patrones espaciales de parentesco entre los nidos,
pero los resultados sugieren que los ayudantes podrian recibir beneficios indirectos por su

contribucion en el nido.

En contraposicion, el otro 50% (4 individuos) de los ayudantes no tuvieron un vinculo de
primer grado (padre/hermano) ni con la pareja reproductiva ni con los pichones. Los
sistemas sociales compuestos por individuos no relacionados son mas dificiles de explicar
dado que no son mantenidos por la seleccion de parentesco y, ademas, las hipotesis de
beneficios directos son complicadas de poner a prueba (Koenig y Dickinson, 2004,
Taborsky et al., 2016). Paraddjicamente, en el 40% de las aves con reproduccién social
existen ayudantes no emparentados (Riehl, 2013). Los ejemplos cldsicos en aves con
ayudantes no emparentados son el Acentor Comun (Prunella modularis) que anida en
grupos poligamos con varios ayudantes no relacionados donde los machos aumentan su
contribucion segun el acceso que tuvieron a la hembra para copular (Burke et al., 1989), y
el Martin Pescador (Ceryle rudis) que tiene ayudantes tanto relacionados como no
relacionados en el nido. Los ayudantes no relacionados tienen la posibilidad de aumentar
su fitness directo copulando con la hembra del nido (Reyer, 1984). En el caso del Mdusico,
los resultados obtenidos hasta el momento no apoyan la hipétesis de que los ayudantes
no emparentados se beneficien a través del acceso a paternidad en el nido. Si bien se
observé paternidad por fuera de la pareja en un nido con ayudantes, estos ayudantes
fueron excluidos como potenciales progenitores de los pichones. La pregunta que surge a
partir de estos resultados es qué beneficios obtienen estos individuos por ayudar. Una
posibilidad es que obtengan otro tipo de beneficios directos tales como acceso a recursos
presentes en el territorio o beneficios de la vida en grupo, o adquisicién de experiencia
para su futura reproduccién (Koenig y Dickinson, 2004). Incorporar estudios sobre la
supervivencia de adultos y juveniles en los grupos sociales, la disponibilidad de territorios
reproductivos y la calidad de los mismos, ayudaria a entender mejor los costos de

dispersar y los beneficios directos de la vida en grupo en el sistema social del Musico, lo
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gue a su vez puede aportar claves fundamentales para explicar la presencia de ayudantes

no emparentados en el nido.

Si bien, como se mencioné antes, algunos de los ayudantes podrian obtener beneficios
indirectos de su contribucién, al menos dos factores podrian reducir esos potenciales
beneficios: uno es que los resultados sugieren que la paternidad por fuera de la pareja es
comun en los Musicos, y el otro es que los nidos son parasitados frecuentemente por dos
especies de Tordos. Ambas situaciones pueden representar un costo para los ayudantes
del nido. Por un lado, la paternidad por fuera de la pareja reduce el grado de parentesco
promedio entre el ayudante y las crias del nido cuando los ayudantes son hijos de la
pareja reproductiva, lo que resultaria en un menor fitness inclusivo. Por otro lado, el
parasitismo de cria tiene un doble efecto negativo para los ayudantes al causar
reducciones en el tamafio de la nidada (i.e. reducir el nimero de crias emparentadas) e
imponer el costo de criar pichones que no aportan ningun beneficio genético a sus
cuidadores. Los Musicos sélo realizan un intento reproductivo por afno donde ponen entre
3 y 5 huevos (De Marsico et al., 2010), con una alta probabilidad de ser parasitados
(frecuencias de parasitismo de Tordo Pico Corto: 93-100% de los nidos; De Marsico et al.,
2010). En estas condiciones, una pareja reproductiva puede criar desde un Unico pichén a
6 pichones por afio, incluyendo uno o mas pichones parasitos en la nidada (De Marsico
etal., 2010). Bajo este escenario, hay grandes chances de que los ayudantes estén
pagando el costo de criar pichones que no son de su especie. Sin embargo, si la presencia
de los ayudantes implica un mayor aprovisionamiento de las nidadas y un menor esfuerzo
parental para los padres, dicha contribucion podria reducir los costos del parasitismo en el
evento reproductivo actual, mejorando el éxito de la pareja reproductiva (Feeney et al.,

2013), y por lo tanto, el fitness inclusivo de los ayudantes.

Este es el primer estudio genético realizado en el Musico que busca dilucidar cudles son
las fuerzas selectivas que mantienen su sistema social y es uno de los pocos estudios
realizados en una especie con cria cooperativa en la Argentina. Los Musicos presentan un
sistema social complejo, donde la cria cooperativa podria haber surgido producto de la

fuerza impulsora de los beneficios indirectos para los ayudantes, pero actualmente
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pareceria estar moldeada por una combinacidon de costos y beneficios tanto indirectos

como directos que serd necesario estudiar con mayor detalle en el futuro.
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Compartiendo padres:
Influencia del parasitismo de cria sobre el cuidado parental

4.1 Introduccion

El parasitismo de cria representa un gran costo para los hospedadores ya que los pichones
parasitos explotan a sus padres adoptivos (Davies, 2000), provocando que inviertan mas
energia en el intento reproductivo actual (Kattan, 1997; Dearborn et al., 1998; Kilner y
Davies, 1999; Grim y Honza, 2001; Kilpatrick, 2002). Se ha descrito que los pichones
pardsitos exhiben despliegues de pedido de alimento mas exagerados que los pichones de
sus hospedadores a un mismo nivel de hambre, pudiendo inducir una mayor entrega de
alimento por parte de los padres (Davies et al., 1998; Dearborn, 1998; Lichtenstein y Sealy,
1998; Lichtenstein y Dearborn, 2004). Sin embargo, son pocos los estudios que examinaron
la influencia de la crias parasitas sobre la entrega de alimento al nido y sus resultados fueron
variados. Por ejemplo, estudios previos indicaron que algunos hospedadores del Tordo
Cabeza Marrdon entregan mayor cantidad de alimento a nidos parasitados (Dearborn et al.,
1998; Hoover y Reetz, 2006), pero otros no encontraron un claro efecto del parasitismo de
esta especie en las tasas de aprovisionamiento (Glassey y Forbes, 2003; Rivers et al., 2010).

Ademds, todos estos estudios se realizaron en especies con cuidado biparental o
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uniparental, pero poco se sabe sobre el efecto del parasitismo en especies de hospedadores

con cria cooperativa.

En especies cooperativas, los padres son asistidos por ayudantes que contribuyen a criar
descendientes que no son los propios. Estos individuos colaboran, por ejemplo, en la
defensa del nido y la entrega de alimento (Brown, 1987). En algunas especies, los ayudantes
pueden responder a los cambios en la demanda de las crias segun la intensidad del pedido
de alimento de los pichones mediante el aumento de su contribucion al nido (Wright y
Dingemanse, 1999; MacGregor y Cockburn, 2002; McDonald et al., 2009). A su vez, la
contribucién de los ayudantes puede influir en los niveles de inversidon de los padres en la
reproduccion actual, ya que pueden reducir el porcentaje de aprovisionamiento al nido por
parte de los padres a medida que los otros miembros del grupo lo incrementan (Hatchwell,
1999; Wright y Dingemanse, 1999; Canestrari et al., 2007). La flexibilidad en las reglas para
alimentar a los pichones puede ser especialmente beneficiosa para los padres, si los
ayudantes reducen los altos costos de criar nidadas parasitadas. Sin embargo, aun se sabe
poco acerca de si el parasitismo de cria puede influir en el comportamiento de los padres y

en la dindmica social de los grupos con cria cooperativa.

El MUsico es una especie que presenta cria cooperativa y es hospedadora de dos parasitos
de cria, el Tordo Pico Corto y el Tordo Renegrido. Los pichones de ambos tordos son
ligeramente mds grandes que los pichones de Musico, crecen mas rapido y presentan
despliegues de pedido de alimento mas exagerados que sus hospedadores (Lichtenstein,
2001a, 2001b; De Marsico etal.,, 2010). Sin embargo, difieren en sus estrategias de
parasitismo y en el éxito que tienen en este hospedador. El Tordo Renegrido es un parasito
generalista que usa ocasionalmente al Musico y presenta despliegues de pedido de alimento
que no imitan a los de ningln hospedador en particular. En los nidos de Musico las crias de
Tordo Renegrido sufren una alta mortalidad en la etapa de volantones, lo que ha sido
adjudicado a la discriminacién por parte del Musico hacia juveniles no miméticos de los
propios, pero en la etapa de pichones parecen crecer igualmente bien que en sus principales
hospedadores (De Marsico et al., 2010, 2012). Por el contrario, el Tordo Pico Corto usa al

Musico como su principal hospedador y es mimético tanto en plumaje como vocalizaciones,
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lo que evitaria la discriminacién por parte del Musico en la etapa de volantones (Fraga, 1998;

Lichtenstein, 2001b; De Marsico et al., 2012).

Ursino et al. (2011) reportaron un aumento en el nimero de ayudantes y en las tasas de
entrega de alimento en nidos de Musico con un mayor numero de pichones parasitos en la
nidada, lo que sugiere que tanto la pareja reproductiva como los ayudantes podrian ajustar
su esfuerzo parental en respuesta al parasitismo. Este estudio fue realizado en nidadas
naturales donde en un unico nido podia haber entre 3 y 6 pichones y mas de un pichdn
pardsito, de distinta edad y especie por nido, por lo que no fue posible aislar el efecto

relativo de cada especie parasita.

El objetivo general de este Capitulo fue estudiar el efecto de dos especies parasitas de cria,
el Tordo Renegrido y el Tordo Pico Corto, sobre el comportamiento de cuidado parental de
una especie con cria cooperativa, el Musico. Los objetivos especificos fueron: 1) determinar
si la presencia de pichones pardsitos en el nido afecta el nimero de visitas de alimentaciény
el reclutamiento de ayudantes y 2) en caso de que exista un efecto, evaluar si difiere entre
ambas especies pardsitas. Estos objetivos parten de la hipdtesis de que la presencia de
pichones de tordo en el nido induce mayores niveles de cuidado parental en el hospedador,
ya que los pichones pardsitos tienen un despliegue de pedido de alimento mas exagerado
que los pichones del hospedador. Las predicciones que se derivan de esta hipdtesis son que
el ndmero de visitas de alimentacion y el numero de adultos que contribuyen a la
alimentacidn sera mayor en nidos parasitados que no parasitados. Ademas, si el hospedador
responde a sefales especificas, es de esperar que el Tordo Pico Corto induzca un mayor
cuidado parental que el Tordo Renegrido, ya que presenta llamados de alimento similares a
los del Musico (De Marsico et al., 2012). De lo contrario, si el hospedador responde a
despliegues generales y exagerados, es de esperar que el Tordo Renegrido sea mas efectivo
manipulando este hospedador que el Tordo Pico Corto. Como objetivo adicional, se evalud si
la cria cooperativa es beneficiosa en términos de cuidado parental, para lo cual se analizo si
el numero de visitas de alimentacion es mayor en nidos con ayudantes que en nidos sin

ayudantes.
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4.2 Métodos

4.2.1 Manipulacion experimental

Durante las tres campafias de trabajo de campo (2011-2012, 2012-2013 y 2013-2014) que se
Ilevaron a cabo en el marco de esta tesis, se realizd un experimento donde se manipulé el
numero de pichones y la composicion de las nidadas de Musico. Para ello, una vez que el
hospedador completé la puesta, se ajusté el nimero de huevos de modo tal de obtener un
tamafo de puesta de 4 huevos, que corresponde al tamano de puesta modal de los Musicos
(Fraga, 1998; De Marsico et al., 2010). Los tratamientos fueron: a) no parasitado o control (4
huevos del hospedador), b) parasitado por Tordo Pico Corto (3 huevos del hospedador + 1
del Tordo Pico Corto) y c) parasitado por Tordo Renegrido (3 huevos del hospedador + 1 del
Tordo Renegrido) (Figura 4.1). En los tratamientos b) y c), se colocd un solo huevo pardsito
por nido el segundo dia de incubacidon para que el huevo parasito eclosione el mismo dia que
los huevos del hospedador (periodos de incubacién: 13 dias en los Musicos y 12 dias en las
especies pardsitas). Los huevos de Tordo Pico Corto fueron obtenidos del mismo nido o de
otros nidos de Musico, mientras que los huevos de Tordo Renegrido se obtuvieron de nidos
de otro hospedador en el drea de estudio (Calandria Grande, Mimus saturninus). Si hubo
errores de eclosién o picaduras de huevos durante la etapa de incubacién, se volvid a ajustar
la nidada experimental con translocacion de pichones desde otros nidos de Musico o
Calandria Grande de la misma edad, entre el dia 1-2 de edad de pichones. Los nidos
experimentales fueron visitados regularmente siguiendo el procedimiento general (ver

Capitulo 2).

4.2.1 Recoleccion de datos

El efecto del parasitismo sobre el aprovisionamiento del nido se determind mediante
filmaciones de las visitas de alimentacién en los nidos experimentales cuando los pichones

tuvieron 4 y 8 dias de edad (Figura 4.1). Las filmaciones se realizaron por la mafana (entre
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Figura 4.1. Puestas y nidadas experimentales. a) 4 huevos de Musico (tratamiento no parasitado), b) 3 huevos
de Musico y 1 de Tordo Pico Corto (ultimo desde la izquierda) c) 3 huevos de Musicoy 1 de Tordo Renegrido
(altimo desde la izquierda). (d) de izquierda a derecha, 4 pichones de Musico, 3 pichones de Musico y 1 de
Tordo Pico Corto (segundo desde la izquierda) y 3 pichones de Musico y 1 de Tordo Renegrido (el del pico
amarillo) en dia 8 de edad de pichones.
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las 7 y las 11), durante 4 horas, con una filmadora digital Sony HDR-CX 110 ubicada a 3-6
metros del nido. Al momento de colocar y retirar la cdmara se registrd el tamaiio de grupo.

Los videos fueron posteriormente analizados.

De las filmaciones se descartd la primera media hora, ya que se tomé como tiempo de
habituacion luego de instalar el equipo en el nido. De todas maneras, en los videos se puede
observar que los adultos reanudan las visitas de alimentacion inmediatamente después de la
colocacion de la cdmara. En los 210 minutos de filmacion analizados se registrd: 1) el
numero de visitas al nido, 2) la duracién de la visita, 3) si la visita era de alimentacién o no: (0O
si el adulto no traia alimento, 1 si el adulto traia alimento) y 4) el tamafo de presa medido
como un multiplo del ancho maximo del pico del hospedador (1 = ancho del pico, 2 = 2 veces

el ancho, etc.).

4.2.2 Andlisis de datos

Para analizar el efecto del parasitismo sobre la alimentacidn, se realizaron modelos lineales
generalizados (GLM) con distribucién de errores Poissony funcién de enlace log para los dias
4y 8 de edad de los pichones. La variable respuesta fue el nimero de visitas de alimentacién
durante los 210 minuntos y las variables predictoras fueron el tratamiento y tamafio del
grupo. Se analizdé la dispersion de los datos y dado que la dispersion fue mayor a dos
unidades para ambos dias, se volvieron a correr los modelos con una correccion
cuasipoisson. Para analizar si los Musicos ajustaron la entrega de alimento por volumen se
analizé si hubo diferencias en el tamafio promedio de las presas entregadas al nido entre
tratamientos con un analisis de la varianza de un factor. Se verificd la normalidad de los
residuos a través de la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965) y la homocedasticidad
a través de la prueba de Bartlett (Bartlett, 1937). Para analizar si los nidos parasitados
tuvieron mas ayudantes que los no parasitados en la etapa de pichones (a los 4 y 8 dias de
edad de éstos) se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. El andlisis se realizé con

la funcidn ‘kruskal.test’ del paquete ‘stats’ en R (R Core Team, 2014).

Para analizar si hubo diferencias entre los tratamientos en el reclutamiento de ayudantes

durante la etapa de pichones se realizd un GLM con distribucién de errores binomial y
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funcién de enlace logit donde la variable respuesta fue 1 si se incrementd el tamafio de
grupo a los dias 4 y 8 de edad respecto de la etapa de incubacion y 0 si no se incrementé. La
variable predictora fue el tratamiento. Los GLMs se realizaron usando la funcion ‘glm’
incluida en el paquete ‘stats’ del programa R (R Core Team, 2014). Los graficos fueron
realizados con el paquete de procesamiento grafico ggplot2 para R (R Core Team, 2014). Los
resultados se graficaron con diagramas de caja (boxplot) y los valores se informan como

promedio * el error estandar.

4.3 Resultados

4.3.1 Descripcion general

Durante las tres temporadas reproductivas se monitorearon 145 nidos, de los cuales 89
llegaron a completar la puesta y fueron manipulados experimentalmente. Sélo 42 nidadas
experimentales (37 nidos con pichones de 4 dias de edad y 30 con pichones de 8 dias de
edad) sobrevivieron hasta la etapa de pichones. De las nidadas experimentales, se
obtuvieron filmaciones de 4 hs en 24 nidos con pichones de 4 dias de edad (8 nidos de cada
tratamiento) y en 26 nidos con pichones de 8 dias (9 nidos para los tratamientos no
parasitado y parasitado con Tordo Pico Corto y 8 nidos para el tratamiento parasitado con
Tordo Renegrido). La diferencia entre la cantidad de nidadas experimentales y filmaciones
obtenidas se debieron a eventos de depredacion, problemas climdaticos que impidieron
colocar el equipo (ej. lluvia), o interrupciones de las grabaciones por problemas técnicos o

con la fauna local (mordedura de cables por las vacas).

El analisis de las filmaciones mostré que, en promedio, hubo al menos un adulto dentro del
nido en el 70% (147 + 29 min, rango de 15-637min) y en el 45% (95 = 11 min, rango de 27-
198 min) del tiempo total de filmacién analizado (210 min) en los dias 4 y 8 de pichones,
respectivamente. El nimero promedio de visitas al nido, realizadas por el grupo social, fue
de 42 + 2 en dia 4 y de 46 + 3 en dia 8, de las cuales el 82% (n = 2713) fueron visitas de

alimentacion. La dieta que los Musicos proveyeron a los pichones fue principalmente
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Tabla 4.1. Se muestra los resultados del experimento de composicidn de nidada controlada analizado con un
Modelo lineal generalizado (GLM) con distribucién deerrores cuasipoisson paralos dia 4 (n =24)y 8 (n =26) de
pichones. La variable respuesta fue el nimero de visitas de alimentacidn al nido, y tratamiento (‘T. P. Corto’ y
‘T. Renegrido’) y tamafio de grupo (TG) fueron las variables independientes. E.E. es el error estandar. El
tratamiento ‘Musico’ (no parasitado) y TG = 2 (sin ayudantes) fueron tomados como niveles de referencia.

Variable Nivel Estimador + E.E. p
Intercept 3,3+0,3 <0,001 *
T. P. Corto -0,2+0,1 0,157
Dia4 Tratamiento
T. Renegrido -0,2+0,2 0,158
TG 0,2+0,1 0,067 ¢
Intercept 3,8+0,2 <0,001 *
T. P. Corto -0,1£0,1 0,701
Dia8 Tratamiento
T. Renegrido -0,2+0,2 0,224
TG 0,05 +0,09 0,582

insectivora, siendo las langostas, grillos, mantis, polillas y orugas las principales presas. El
comportamiento de entrega de alimento consistié en llevar una Unica presa por visita al nido

en el 98% (n = 2225) de las visitas observadas.

4.3.2 Resultados experimentales

No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de alimentacién entre los
tratamientos tanto en el dia 4 como en el dia 8 de pichones (Tabla 4.1). Para el dia 4, el
numero promedio de visitas de alimentacion a las nidadas no parasitadas tendié a ser mayor
que a las nidadas parasitadas (Figura 4.2.a), mientras que para el dia 8, el nUmero promedio
de entregas fue similar entre las nidadas parasitadas con Tordo Pico Corto y las no
parasitadas, y mayor en éstas que en las nidadas parasitadas con Tordo Renegrido, aunque
no de manera significativa (Figura 4.2.b). El tamafo de grupo no tuvo un efecto significativo
sobre el nimero de visitas de alimentacion al nido en ambas edades, aunque en dia 4 los
nidos con ayudantes tendieron a recibir mas visitas que los nidos sin ayudantes (Tabla 4.1y

Figura 4.1.c y d). Debido a que los Musicos suelen llevar una Unica presa por visita que es
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Tabla 4.2. Se muestran los resultados del andlisis del experimento de composicion de nidada controlada
realizado con un Modelo lineal generalizado (GLM) con distribucién deerrores binomial paralosdia 4 (n=24)y
8 (n = 26) de pichones. La variable respuesta fue incremento (1) o no (0) del tamafio de grupo en la etapa de
pichones respecto de la etapa de incubacién y tratamiento (‘T. P. Corto’ y ‘T. Renegrido’) fue la variable
independiente. E.E. es el error estandar. El tratamiento ‘MUsico’ (no parasitado) fue tomado como nivel de

referencia.
Variable Nivel Estimador+ E.E. p
Intercept 2x1 <0,037 *
Dia 4 . T. P. Corto 07+12 0,594
Tratamiento
T. Renegrido 16+1,2 0,182
Intercept -0,7 £0,7 0,327
Dia 8 T. P. Corto -1+1 0,333
Tratamiento
T. Renegrido -0,7+11 0,513

entregada a un Unico pichdn y el volumen promedio de presa entregada no mostrd
diferencias entre tratamientos (ANOVA: dia 4: F; 5= 0,05, p = 0,949; dia 8: F,1,=0,346, p =
0,715), se considerd que el nimero de visitas de alimentacién es una medida representativa

del alimento entregado al nido.

De las nidadas experimentales, el 13% (n = 37 nidos), 32% (n = 37 nidos) y 43% (n = 30)
tuvieron al menos un ayudante en incubaciéon, dia 4 y 8 de edad de pichones,
respectivamente. El tamafio de grupo por nido fue de 2,13 + 0,06 (rango: 2-3 individuos),
2,30 £ 0,12 (rango: 2-3 individuos) y 2,53 + 0,08 (rango: 2-4 individuos) en incubacion, dia 4 y
8 de pichones, respectivamente. Al analizar si las nidadas parasitadas reclutaron un mayor
numero de ayudantes, se observé que el tamafio de grupo fue significativamente mayor en

el tratamiento con Tordo Renegrido respecto de los nidos no parasitados y parasitados con
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Figura 4.2. Resultados del experimento de composicién denidada controlada.Enla primera fila se muestra
el numero devisitas dealimentacién (#visitas) realizado por todos los adultos asociados alnidoalosa)4y
b) 8 dias de edad de los pichones. Los tratamientos fueron: ‘Musico’ (4 pichones del hospedador), ‘T. P.
Corto’ (3 pichones del hospedador y un pichdn del Tordo Pico Corto) y ‘T. Renegrido’ (3 pichones del
hospedadory uno del Tordo Renegrido). En el centro, el numero de visitasdealimentacién para nidossiny
con ayudantes a los c) 4y d) 8 dias de edad, y en la fila inferior el tamafio de grupo promedio ‘TG’ (+ error
estandar) por tratamiento experimental a los e) 4 y f) 8 dias de edad. El tamafio muestral del experimento
fue de 24 nidos para dia 4 y 26 nidos para dia 8. Los numeros sobre las cajas y dentro de las columnas

indican la cantidad de datos analizados.

Tordo Pico Corto para dia 4 (Kruskal Wallis: X%, = 7,4 p = 0,025; Figura 4.2), pero no hubo

diferencias significativas entre tratamientos para dia 8 de pichones (Kruskal Wallis: X%,= 2,6;

p = 0,25; Figura 4.2). Sin embargo, ésto no se debié a un incremento en el tamafio de grupo

en la etapa de pichones en los nidos con Tordo Renegrido, dado que no hubo efecto del
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tratamiento sobre ese incremento respecto de la etapa de incubacién (Tabla 4.2).

4.4 Discusion

Los resultados de este Capitulo muestran que no hay un efecto claro del parasitismo de cria
sobre el comportamiento de entrega de alimento al nido en una especie con cria
cooperativa, el Musico. Contrariamente a lo esperado, la presencia de un pichdn parasito de
Tordo Pico Corto o Tordo Renegrido de la misma edad que los pichones del hospedador no
indujo mayores tasas de entrega de alimento en el Musico en comparacién con los nidos no
parasitados, y tampoco se observaron diferencias en el reclutamiento de ayudantes en la
etapa de pichones respecto de la etapa de incubacidn entre los tratamientos. Los resultados
obtenidos en esta Tesis contrastan con un estudio previo que mostré que las nidadas de
Musico parasitadas recibian mayor cantidad de alimento que las no parasitadas (Ursino et al.
2011). Las discrepancias pueden deberse, al menos en parte, a que en ese trabajo no se
controld el tamafio y la composicion de las nidadas en las cuales hubo tanto parasitismo
simple como multiple de Tordo Pico Corto, y parasitismo mixto de Tordo Pico Corto y Tordo
Renegrido. Esto sugiere que la presencia de un pichdn parasito per se no induce mayores
niveles de cuidado parental, pero es posible que tal efecto sdélo sea detectable cuando la

demanda de alimento de la nidada exceda un cierto umbral.

En estudios realizados en hospedadores del Tordo Cabeza Marrén se encontré que nidadas
parasitadas reciben una mayor tasa de alimentacién que nidadas no parasitadas en
Passerina cyanea (Dearborn et al., 1998), Sayornis phoebe (Hauber y Montenegro, 2002) y
Protonotaria citrea (Hoover y Reetz, 2006). Esos resultados no concuerdan con los
encontrados en este trabajo. Las discrepancias podrian deberse a que, a diferencia del
Musico, los pichones de esos hospedadores son bastante mas pequefios que el pichdn
pardsito; en estas condiciones, un pichdn pardsito en el nido puede significar un incremento
importante en la demanda de alimento del nido. En el trabajo de Hoover y Reetz (2006) se
controld por la masa de los pichones, lo que sugiere que tener un pichén parasito induce

mayores tasas de alimentacion mas alla de las diferencias en tamafio. Sin embargo, en ese
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trabajo no se separaron los efectos del nimero de parasitos y la composicién de la nidada ya
que estas variables no fueron controladas experimentalmente. Por otro lado, los resultados
de este Capitulo concuerdan con el estudio realizado en un hospedador de tamafio
intermedio del Tordo Cabeza Marrdn, el Tordo alirrojo (Agelaius phoeniceus), especie en la
que no se encontrd un efecto significativo de la presencia de un parasito de cria en la tasas
de alimentacidn al controlar por la masa y composicion de las nidadas (Rivers et al., 2010).
Nuestros resultados refuerzan la idea de que la presencia de un Unico pichdn parasito en un
hospedador de tamafo intermedio no aumenta la tasa de entrega de alimento en

comparacién con un pichdn del hospedador de edad y tamafio similares.

El hecho de que los pardsitos tengan un mayor efecto sobre las tasas de entrega en
condiciones naturales (no controladas) sugiere que los hospedadores pueden estar usando
multiples claves para ajustar su esfuerzo parental. Para dilucidar qué factores determinan el
incremento de cuidado parental por parte de los Mdusicos en nidadas parasitadas en
condiciones naturales seria necesario explorar la influencia de: 1) el numero total de
pichones en el nido, 2) el grado de asincronia en la eclosidn entre los pichones pardsitos y los
del hospedador, y 3) la presencia de mas de un pichén pardsito en el nido. Para poner a
prueba los puntos 1y 3 se podria realizar un experimento donde se comparen las tasas de
entrega de alimento entre nidadas con similar composicién (parasitadas o no parasitadas) y
distinto numero de pichones (3-4 vs. 5-6), y entre nidadas de igual tamafio con parasitismo
simple versus parasitismo mudltiple. Estos son escenarios frecuentes entre las nidadas
naturales de Musico, cuyo tamafo suele variar entre 1 y 6 pichones (raramente mas) y
usualmente tienen mdas de un pichén parasito por nido (Fraga, 1986, De Marsico et al.,
2010). El segundo punto se podria poner a prueba con nidadas de igual tamafio y un pichén

asincronico (un dia mayor que el resto) de las distintas especies (parasito vs hospedador).

En este experimento se trabajo con nidadas de 4 pichones dado que es el tamafo de puesta
modal de los MUsicos. Por esta razén, tener 4 pichones (con parasitos o sin ellos) para esta
especie podria ser una situacién “comoda” en términos de demanda de cuidado parental.
Los padres podrian estar entregando comida suficiente para que todos los pichones alcancen

el estadio de volantones, aunque los mas grandes lo podrian hacer en mejores condiciones.
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Si existe un efecto leve del parasitismo sobre la tasa de alimentacién, probablemente se
pueda notar en condiciones de mayor estrés alimenticio, por ejemplo con nidadas de mayor

tamafio y/o con parasitismo multiple.

El tamafio de grupo tuvo un efecto marginal sobre la tasa de entrega de alimento a dia 4
pero no tuvo efecto a dia 8. Una posible explicacion es que la pareja reproductiva disminuye
su cuidado parental cuando tiene ayudantes en el nido, y por lo tanto, las tasas de entrega a
nivel grupal se mantienen mas o menos constantes. A dia 4 podria ocurrir que los padres no
compensen totalmente la contribucién de los ayudantes. Esto puede deberse a que entre los
dia 5y 7 la tasa de crecimiento de los pichones de las tres especies estudiadas es maxima
(De Marsico et al., 2010), lo que podria estar asociado a una mayor demanda de alimento
durante los dias previos. Si la pareja reproductiva compensa la contribucién de los ayudantes
reduciendo su propia contribucion, podrian estar obteniendo beneficios de tener ayudantes
a través de un menor gasto de energia en el evento reproductivo actual sin reducir la
probabilidad de supervivencia o la condicion fisica de sus pichones (Legge, 2000). Una
hipdtesis alternativa es que, si bien se ha visto a los ayudantes contribuir a la alimentacién
de las crias, no todos los ayudantes contribuyan por igual e incluso que el aporte de los
ayudantes no sea significativo (Fraga, 1991; Ursino et al., 2011). Dado que no se dispone de
datos detallados acerca de la contribucidon individual de los adultos en los nidos
experimentales, no es posible determinar qué proporcién de las entregas correspondio a los
ayudantes y a los padres en las nidadas parasitadas y no parasitadas. Si hay ayudantes que
contribuyen sélo ocasionalmente al cuidado de las crias, esto podria explicar por qué el
tamafo de grupo observado no es un buen predictor de las tasas de entrega en el Musico.
Para evaluar estas hipédtesis resulta imprescindible estudiar la contribucién individual de los

miembros del grupo a la alimentacion de los pichones.

Coincidentemente con el trabajo de Ursino et al. 2011, las nidadas parasitadas con Tordo
Renegrido estuvieron asociadas a un mayor tamafio de grupo que las nidadas parasitadas
con Tordo Pico Corto y no parasitadas. Sin embargo, cuando se analizé si esto se debia a un
reclutamiento diferencial de ayudantes en la etapa de pichones respecto de la incubacion,

no se observd un efecto significativo entre los tratamientos. Esto sugiere que el parasitismo
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de Tordo Renegrido no indujo un mayor reclutamiento de ayudantes en la etapa de
pichones, y que las diferencias en tamafio de grupo pueden haber sido consecuencia
simplemente del azar del muestreo. Lo que aun no resulta del todo claro es éia qué responde
el reclutamiento de ayudantes? La demanda de alimento en el nido no pareceria ser la Unica
clave ya que si bien los ayudantes se incorporan a medida que los pichones crecen (a favor
de la hipdtesis de una respuesta a la demanda) no todos los nidos tuvieron ayudantes en la
etapa de pichones (en contra de esa hipotesis). El reclutamiento podria estar respondiendo
también a la experiencia de la pareja reproductiva, a una disponibilidad de ayudantes (i.e.
hijos de afios previos) o a una demanda de cuidado parental no evaluado en este
experimento (e.g. defensa del nido por riesgo de depredacién). Se requieren mas estudios

para entender las decisiones de ayudary de aceptar un ayudante en los nidos de Musico.

Los Musicos no muestran los mismos comportamientos de cuidado parental en la etapa de
pichones y en la etapa de volantones (Fraga, 1991; Ursino et al., 2011; De Marsico et al.,
2012). Se ha visto que el numero de ayudantes se incrementa hacia el final de ciclo de
nidificacion (Fraga, 1991; Ursino et al., 2011) y que en la etapa de volantones las nidadas
parasitadas tienen mas ayudantes que las no parasitadas (Ursino et al., 2011). Ademads, los
volantones de Tordo Renegrido tienen una menor supervivencia que los de Tordo Pico Corto
y Musico como consecuencia de una discriminacién por parte del MUsico, tanto por claves
visuales (diferencias en el plumaje), como acusticas (llamados de pedido de alimento; Lama,
2015). Llamativamente, en la etapa de pichones, todos (miméticos o no) parecen recibir el
mismo cuidado parental. Los Tordos Renegridos, del cual el Musico es un hospedador
secundario, tienen un crecimiento similar al observado en sus principales hospedadores (De
Marsico et al., 2010). Probablemente la ausencia de discriminacién en la etapa de pichones
se deba a restricciones para discriminar entre las crias propias y ajenas dentro de nidos
cerrados, donde la luz es escasa y habria un mayor riesgo de errores de reconocimiento. En
esta etapa, la similitud con los pichones del hospedador no pareceria tener una ventaja
adaptativa, aunque no se ha investigado aun el comportamiento de los Musicos hacia

pichones no miméticos en ausencia de pichones propios. En los préximos capitulos se
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estudian con mas detalle las posibles estrategias que utilizan los pichones de Tordo Pico

Corto y Tordo Renegrido para obtener apropiado cuidado parental de parte del Mdusico.
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Efecto de las vocalizaciones de pichones
parasitos de cria sobre la entrega de alimento

”

"El que no llora no mama

ENRIQUESANTOS DISCEPOLO
Cambalache

5.1 Introduccion

Los pichones pardsitos de cria tienen el desafio de conseguir un adecuado cuidado
parental por parte de especies en las que dicho comportamiento ha evolucionado para
criar a su propia descendencia. Por lo tanto, los pichones pardsitos deben generar senales
gue les permitan “sintonizar” en el sistema de comunicacién entre los padres y las crias de
sus hospedadores (Davies, 2011). Esta sintonizacion es con frecuencia evidente en la
componente vocal de los despliegues de pedido de alimento de los pichones, que suele
ser utilizada como sefial por los padres para ajustar la tasa de entrega (Leonard y Horn,
2001). Muchos pichones pardsitos son capaces de manipular el comportamiento de
cuidado parental del hospedador a su favor, explotando sesgos preexistentes hacia
caracteristicas acusticas no especificas: por ejemplo, los pardsitos suelen tener llamados
mds sonoros 0 mas rapidos que inducen a los hospedadores a entregar mas alimento del
gue entregarian a sus pichones (Dearborn, 1998; Lichtenstein y Sealy, 1998; Lichtenstein y

Dearborn, 2004; Gloag y Kacelnik, 2013).

Los pichones parasitos también pueden engafiar a sus padres adoptivos mimetizando la

estructura acustica del llamado de pedido, o bien, explotando claves acusticas
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hospedador-especificas (Langmore et al., 2008; Anderson et al., 2009). La similitud vocal
puede ser resultado de un proceso coevolutivo, donde los hospedadores responden mas
eficientemente a llamados de su propia especie y los pardsitos deben ajustar sus llamados
para asegurarse un adecuado cuidado parental o para evitar ser rechazados por el
hospedador. La idea de que el hospedador mostrara preferencia por el llamado de su
propia especie es intuitiva y tiene cierto apoyo indirecto. La Ratona Australiana (Malurus
cyaneus) es menos proclive a abandonar nidos con pichones pardsitos del Cuclillo de
Horsfield (Chrysococcyx basalis), los cuales producen llamados similares a los de sus
propias crias, que nidos con pichones de Cuclillo Bronceado (Chrysococcyx lucidus), los
cuales no tienen llamados miméticos (Langmore et al., 2003). Mas aun, los pichones del
Cuclillo de Horsfield pueden modificar la estructura de sus llamados segun la especie
hospedadora, desarrollando las vocalizaciones que mejor “sintonizan” con el hospedador
(Langmore et al., 2008). A su vez, el mimetismo vocal en los parasitos parece haber
favorecido como contra-adaptacion al uso de “contrasefias” vocales en la ratona
australiana para el reconocimiento de las propias crias que se desarrollan desde la etapa

embrionaria (Colombelli-Négrel et al., 2012, 2016).

Que la seleccion natural favorezca en los pichones pardsitos Ilamados no especificos o
similares a los del hospedador puede depender, al menos en parte, del grado de
especializacion en el uso de hospedadores. En los pardsitos generalistas es de esperar que
los llamados de pedido no sintonicen perfectamente con ningun hospedador en particular,
pero enfaticen aquellas caracteristicas acusticas que les permitan explotar eficientemente
el sesgo sensorial de hospedadores con diversos tipos de llamados (Kilner et al., 2004;
Madden y Davies, 2006). Por el contrario, seria esperable que los Ilamados especie-
especificos hayan evolucionado en pardsitos de cria especialistas, cuyo éxito reproductivo
depende en gran medida de una correcta “sintonizacién” con las preferencias sensoriales
de uno o unos pocos hospedadores (Payne et al., 2001; Langmore et al., 2003). A pesar de
la importancia evolutiva de los despliegues de pedido de alimento, el rol de la estructura
de los llamados en la obtencién de cuidado parental ha sido poco estudiado. La mayoria

de los estudios previos se enfocan en parametros no estructurales como la tasa de
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emision, duracién e intensidad del llamado (Kilner y Davies, 1999; Rivers, 2009; Rivers
et al., 2014). La unica evidencia directa del rol de la estructura del llamado del pedido de
alimento sobre el comportamiento de aprovisionamiento del hospedador proviene del
Tordo Renegrido, un pardsito generalista que no mimetiza a sus hospedadores. Sus
pichones producen llamados que consisten en largas repeticiones de silabas (trémolos)
que pueden inducir mayores tasas de entrega de alimento tanto en especies
hospedadoras como no hospedadoras que presentan llamados relativamente simples

(Gloag y Kacelnik, 2013).

A diferencia del Tordo Renegrido, el Tordo Pico Corto produce llamados que son
estructuralmente similares a los del Musico tanto en la etapa de pichones (Rojas Ripari,
2015) como de volantones (De Marsico et al., 2012). En la etapa de volantones el Musico
parece ser capaz de discriminar entre juveniles coespecificos y pardsitos en base a sefiales
acusticas y se ha visto que la similitud vocal con el hospedador de los juveniles de Tordo
Pico Corto puede cumplir una funcion protectora frente a esa discriminacion (Lama, 2015).
Sin embargo, no se conoce el rol de la estructura vocal en la etapa de pichones donde el

comportamiento de los padres parece responder a otras claves.

El objetivo general de este Capitulo es estudiar |la efectividad de las vocalizaciones de los
pichones de Tordo Pico Corto y Tordo Renegrido en estimular el comportamiento de
entrega de alimento al nido en el MdUsico. Si en este estadio los Musicos responden mas
favorablemente a seiales vocales propias de su especie, entonces los llamados miméticos
del Tordo Pico Corto deberan estimular una mayor tasa de aprovisionamiento.
Alternativamente, si la clave para estimular la alimentacién por parte de los Musicos estd
en sefiales no-especificas de los [lamados, tales como la duracién o el nimero de silabas,
entonces los Illamados del Tordo Renegrido estimulardn mayores tasas de

aprovisionamiento que el Tordo Pico Corto.
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5.2 Métodos

5.2.1 Manipulacion experimental

Para evaluar el efecto de los llamados de pedido de alimento de los pichones sobre el
comportamiento de entrega de alimento al nido, durante las campafias 2012-2013 y 2013-
2014 se realizé un experimento de reproduccion de llamados (playback) en 25 nidos de
Musico que contenian nidadas de 4 pichones de 6 dias de edad. Dado que se utilizaron los
mismos nidos que en el Capitulo 4, las nidadas tuvieron un maximo de un parasito por
nido en su composicion (nidos no parasitados = 6, nidos parasitados por el Tordo Pico

Corto = 12 y nidos parasitados por el Tordo Renegrido = 7).

Para generar los llamados experimentales, se utilizaron grabaciones de audio de pichones
de 8 dias de edad de Tordo Renegrido en nidos de Ratona Comun (Troglodytes aedon) y
de Tordo Pico Corto en nidos de Musico. Como control se usaron llamados de pichones de
Musico de 8 dias grabados en nidos no parasitados. Estas grabaciones fueron obtenidas en
el transcurso de otros proyectos de investigacién en la misma area de estudio durante las
temporadas reproductivas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012 (Gloag y Kacelnik, 2013, C.
De Marsico, datos no publicados). De cada grabacion se extrajeron 10-15 llamados de
buena calidad por pichdn y por especie para generar las secuencias para el playback
usando el programa Raven Pro 1.4 (Cornell Bioacoustics Research Program, Ithaca, Nueva
York). Cada secuencia consistié en 10 segundos de llamados estandarizados en la tasa de
emision (1,9 llamados por segundo) y la amplitud dentro y entre especie (Figura 5.1). Para
evitar pseudorréplicas se generaron 10 secuencias distintas por especie, cada una

correspondiente a un pichdén individual.

El experimento consistié en 4 tratamientos (i.e. llamados de pedido de alimento): a)
Musico (control), b) Tordo Pico Corto, c) Tordo Renegrido, y d) control sin reproducciones.
Dada la heterogeneidad en la composicion de las nidadas, se usé un disefio experimental
de medidas repetidas, en el cual todos los tratamientos se hicieron de manera secuencial

en cada nido, contrabalanceando el orden de presentacidon de las reproducciones entre
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Figura 5.1 Sonogramas representativos de los llamados del@etd alimento de los pichones de (
Musico, (b) Tordo Pico Corto y (c) Tordo Renegriddia 8 de edad

nidos. Cada tratamiento tuvo una duracion de 40 min, precedidos de 20 min de silencio
(Figura 5.2). Para reproducir los Ilamados se colocé dentro del nido un mini-parlante tipo
[lavero con forma de cubo de 2 cmde lado (Purelygadgets Ltd), oculto entre el material y
conectado mediante un cable a un reproductor MP3. También se colocé una microcamara
con leds infrarrojos conectada mediante un cable a un grabador digital de video (PV-500
Lite) para registrar las visitas de alimentacién. Todo el equipamiento se colocd un dia
antes al experimento para dar tiempo a los adultos a habituarse a la manipulacion.
Minutos después de la manipulacion se observd un comportamiento normal de los

adultos.

5.2.2 Recoleccion de datos

El dia del experimento se conectaron los dispositivos para la reproduccion de los llamados
y la filmacidon y, pasados 20 minutos, se iniciéd el primer tratamiento. Durante cada
tratamiento se observaron las visitas de los adultos al nido en tiempo real en la pantalla
del grabador digital de video desde un escondite a unos 5-6 metros del nido. En cada visita
al nido realizada por un adulto, se reprodujeron los llamados del tratamiento

correspondiente hasta que el individuo salié del nido o comenzd a empollar o acicalar a
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Figura 5.2. Esquema que ilustra el experimento de reproduccién de vocalizaciones. Los tratamientos

fueron vocalizaciones de pichones de 8 dias de edad de Musico, Tordo Pico Corto, Tordo Renegrido.
Ademas serealizd un tratamiento sin ninguna reproduccién como control.

los pichones. El volumen se fijé para imitar la amplitud natural de las vocalizaciones y se
mantuvo constante durante todo el experimento. En el tratamiento sin playback, se
mantuvieron las condiciones experimentales pero sin reproducir llamados. Durante cada
tratamiento se tomd nota del nimero de visitas de alimentacidn realizada por los adultos.
Ademads, cada sesion fue filmada para su andlisis posterior y, por ende, una doble
corroboracion. A partir del analisis de los videos se determind el nimero de visitas al nido
y el tamafio de las presas entregadas, medido como un multiplo del ancho maximo del

pico del hospedador (1 = ancho del picho, 2 = 2 veces el ancho, etc).

5.2.3 Andlisis de datos

El efecto de los tratamientos de playback sobre el nimero de visitas de alimentacién
realizadas por los Musicos fue analizado con un modelo lineal generalizado mixto (GLMM)
con funcién de enlace log y distribucion Poisson. EI modelo fue realizado usando la
funcién ‘Imer’ incluido en el paquete ‘Imed4’ (Bates et al., 2014) del programa R (R Core
Team, 2014). Las variables independientes fueron el tratamiento y el orden del
tratamiento. El modelo incluyd la identidad del nido como un factor aleatorio. Primero se
analizé el modelo completo y luego, se removieron las variables no significativas (p > 0.05)
hasta obtener un modelo minimo. Se realizd un andlisis de bondad de ajuste del modelo
minimo contra el modelo nulo, el cual incluyéd como parametros la pendiente y el factor
aleatorio. Para calcular si los Musicos ajustaron el aprovisionamiento por tamafio de
presa, se analizé si hubo diferencias en el tamano promedio de las presas entregadas
entre tratamientos usando la prueba no paramétrica de Friedman. Todas las pruebas
fueron realizadas con una confianza del 95%. Las pruebas estadisticas fueron llevadas a

cabo utilizando el paquete estadistico R, Version 2.11.4 y los graficos fueron realizados
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Tabla 5.1 Resultados del GLMM con distribucién Poisson ycidn de enlacdog donde la variab
respuesta fue el numero de visitas de alimentacidizagas por los adultos de Mdusico. Las varia
independientes fueron el tratamiery el orden de los tratamientos y la identidad ded siel incluyé com
factor aleatorio. El tratamiento sin reproduccién deddos (control siplayback) se tom6 como nivel ¢
referencia. Se informa el estimador y su errodedarE.E.).

Variable Nivel Estimador + E.E. p
Intercept 2,14 +0,08 < 0,001*
Musico 0,23 £0,09 0,009*
Tratamiento T.P. Corto 0,35 £0,09 < 0,001*
T. Renegrido 0,08 +0,09 0,37

con el paquete de procesamiento grafico ggplot2 para R (R Core Team, 2014). Los datos se
informan con un grafico de caja (boxplot) y los valores informados son el promedio + error

estandar.

5.3 Resultados

El andlisis del modelo mostré diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 5.1,
Figura 5.3). Los MuUsicos incrementaron el nimero de visitas durante la reproduccién de
los llamados de coespecificos y de Tordo Pico Corto comparado con el control sin
playback, pero no lo hicieron durante el tratamiento de Ilamados del Tordo Renegrido
(Tabla 5.1, Figura 5.3). El numero de visitas de alimentacién no difiri6 entre los
tratamientos con llamados de Musico y Tordo Pico Corto (estimador + E.E.: 0,11 + 0,08, p
= 0,18). Comparados con los llamados de Tordo Renegrido, los llamados del Tordo Pico
Corto indujeron un mayor nuimero de visitas de alimentacion al nido (estimador + E.E.:
0,26 + 0,087, p = 0,002). En cambio, los llamados de Musico tendieron a incrementar la
frecuencia de visitas de alimentacién con respecto a los llamados del Tordo Renegrido
pero no de manera significativa (estimador * E.E.: -0,15 + 0,09, p = 0,087) (Tabla 5.1). El
orden no tuvo un efecto significativo, por lo que se removié del modelo (estimador + E.E.:

-0,15 + 0,03, p = 0,46). La prueba de bondad de ajuste F indica que el modelo minimo que
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Figura 5.3 Resultados del experimento de reproduccién deatl@s(n = 25) Se muestra el nimero
visitas de alimentacion (# Visitas) realizadas por los adultodascos en funcion de Idsatamientos
vocalizaciones de pichones de Mdusico, Tordo Pico Corto (T.P. Corta)p Renegrido (T. Renegrido
Control (sin reproduccion de llamados).

incluye el efecto del tratamiento se ajusta mejor a los datos que el modelo nulo (p <

0,001).

El tamafio promedio de las presas entregadas no varié significativamente entre
tratamientos (Friedman: X, = 6,35, p = 0,10). Como se observd para el experimento del

Capitulo 3, los Musicos usualmente entregaron una Unica presa por visita.

5.4 Discusion

Los resultados de este Capitulo muestran que los Musicos responden de manera
diferencial a los Ilamados de pichones con Ilamados similares a los de sus propios
pichones. Los Musicos incrementaron las visitas de alimentacidon en respuesta a los
Ilamados de pedido de alimento de pichones coespecificos y de Tordo Pico Corto, cuyos
I[lamados se parecen a los de sus pichones, pero no frente a los llamados estructuralmente
distintos del Tordo Renegrido. Esto ocurrié pese a que los llamados del Tordo Renegrido
presentan una duracion mas larga, lo cual es una clave comunmente usada por los
paseriformes como sefal de hambre e induce un incremento en la tasa de alimentacidn

por parte de los padres (Leonard y Horn, 2001). La mayor respuesta por parte de los
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Musicos a vocalizaciones similares a las de sus propias crias, independientemente de la
amplitud y la tasa de llamados, sugiere que la estructura de los llamados de pedido de
alimento de los pichones juega un rol importante como sefal para estimular o ajustar la

entrega de alimento al nido en este hospedador.

Estos resultados plantean la pregunta de si las diferencias observadas en el nimero de
visitas de alimentacion son el resultado de una discriminacion activa del hospedador en
contra de las sefales del llamado del Tordo Renegrido o, mas bien, de una preferencia por
los llamados del Musico (y por lo tanto, por los del Tordo Pico Corto). Bajo el primer
escenario, el MUsico seria capaz de reconocer e ignorar los llamados del Tordo Renegrido,
pero responderia de forma similar a varios otros tipos de llamados de pichones. No se
puede rechazar esta hipdtesis sin evaluar el comportamiento de entrega de alimento del
Musico en respuesta a otros llamados no miméticos y compararlo con la respuesta hacia
los llamados del Tordo Pico Corto y propios. Sin embargo, la marcada semejanza vocal
entre los pichones filogenéticamente distantes del Tordo Pico Corto y el hospedador,
sugiere la evolucion en los Musicos de un mecanismo de reconocimiento que involucra,
por lo menos, cierta preferencia innata o adquirida hacia los Ilamados de la propia especie
(Fraga, 1998; De Marsico et al., 2012; Lama, 2015; Rojas Ripari, 2015). Alternativamente,
los pichones de Tordo Pico Corto podrian haber explotado los sesgos preexistentes del
hospedador por ciertas sefiales acusticas, favoreciendo la convergencia entre las
vocalizaciones de los pichones del hospedador y el parasito (Hauber y Kilner, 2007). Mas
alld del camino evolutivo que ha seguido el comportamiento del hospedador, los
resultados son consistentes con la idea de que la discriminacién en el cuidado parental del
hospedador favorece la imitacién vocal en parasitos de cria especialistas (Langmore et al.,

2003; Grim, 2005).

Si la estructura del llamado de pedido de alimentacion del Tordo Pico Corto representa un
verdadero mimetismo, es decir, que evoluciond en respuesta a una presion de seleccion
impuesta por el comportamiento del hospedador, deberia haber alguna ventaja
adaptativa para el imitador (i.e., Tordo Pico Corto) de ser confundido por el Musico (Grim,

2005). Este beneficio es mas evidente en la etapa de volantones que en la de pichones: los
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Musicos no rechazan a los pichones no miméticos de Tordo Renegrido que cohabitan con
sus pichones en el nido, pero los volantones de esta especie tienen una supervivencia
menor fuera del nido que los de Tordo Pico Corto, que presentan un plumaje y llamados
muy parecidos a los del hospedador (Fraga, 1998; De Mdrsico et al., 2012). Por lo tanto,
las vocalizaciones del Tordo Pico Corto podrian estar reflejando una contra-defensa frente
al rechazo del hospedador, donde la presién de seleccidon que ocurre en el estadio de
volantones resulta en similitudes vocales en el estadio de pichones, aunque el beneficio
en esta etapa no sea tan claro (Fraga, 1998; De Marsico et al., 2012; Lama, 2015; Rojas

Ripari, 2015).

Estudios previos han mostrado que los pichones parasitos pueden influenciar la intensidad
del llamado de los otros pichones del nido y viceversa, lo que a su vez puede influenciar la
tasa de alimentacién y la distribucion de alimento en el nido (Dearborn, 1998; Pagnucco
et al., 2008; Rivers, 2007; Tuero et al., 2015; pero ver Glassey y Forbes, 2003). En este
caso, no se puede descartar que el incremento observado en la entrega de alimento al
nido se deba a que el playback influencié el comportamiento de pedido de alimento de la
nidada lo que a su vez modificé la respuesta de los padres, y no a que los Musicos
respondieron directamente a las reproducciones. Sin embargo, es importante recordar
gue las nidadas experimentales tuvieron distintas composiciones y que se estandarizo la
frecuencia y la amplitud de las llamadas dentro y entre tratamientos. Por lo tanto, para
explicar los resultados en funcidn de los cambios del nivel de sefial de vocalizaciones de la
nidada completa, seria necesario que tanto el hospedador como los pichones parasitos
ajustaran en forma similar la intensidad de sus llamados en respuesta a los distintos
playbacks y que dichos cambios fuesen consistentes a lo largo de las nidadas
experimentales. A pesar de que no se puede eliminar esta posibilidad, parece mas
parsimonioso concluir que las diferencias entre tratamientos se deben a que los Musicos
respondieron a las reproducciones independientemente de la composicion de la nidada. A
favor de este argumento Lichtenstein (2001) encontré que, bajo condiciones

experimentales de laboratorio, el comportamiento de pedido de alimento tanto de los
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pichones de Musico como los del Tordo Pico Corto no se ve influenciado por la presencia

de otro pichén.

Estos resultados contrastan con un estudio previo que muestra que los Ilamados de
pichones de Tordo Renegrido con su caracteristica de repeticién de notas resultan
altamente efectivos para estimular la tasa de entrega de alimento al nido, tanto en uno de
sus principales hospedadores, la Ratona como en una especie naive (el Carbonero comun,
Parus major) con quien no comparte una historia evolutiva (Gloag y Kacelnik, 2013). Esto
sugiriere que los pichones de Tordo Renegrido son capaces de “sintonizar” con una amplia
variedad de paseriformes que tengan un sesgo sensitivo hacia los Ilamados de larga
duracion y/o de alta cantidad de silabas por unidad de tiempo (Gloag y Kacelnik, 2013). El
hecho de que esta sefial no sea efectiva en el Musico sugiere que este hospedador usa
otras claves para ajustar el esfuerzo en la entrega de alimento a sus nidadas. Esta
situacidnilustra el dilema que enfrentan las especies de parasitos de cria generalistas, los
cuales deben ser capaces de explotar a multiples hospedadores pero no pueden
responder odptimamente a cada hospedador. Enfrentados a la discriminacién del
hospedador, esta restriccion puede llevar a la evolucidn del mimetismo, y a la eventual
especializacion en un hospedador particular, o a la evolucién de sefales genéricas que
funcionan bien en algunos casos pero pueden resultar en un menor éxito reproductivo en
ciertos hospedadores. Los parasitos especialistas experimentan el lado opuesto de este
balance. Logran estimular adecuadamente al hospedador que imitan, pero tienen mucho
menor potencial para cambiar de hospedador. Preferencias parentales como estas en los
hospedadores, que surgen tanto como respuesta antiparasitaria o son pre-existentes a
esta presion de seleccion, pueden conducir a la especializacién en el uso de un

hospedador.

Pese a producir llamados no miméticos, no hay evidencias hasta ahora de que los
pichones de Tordo Renegrido sean discriminados por los Musicos mientras estan en el
nido. De hecho, a pesar de la “mala” sintonizacidn, la tasa de crecimiento de pichones de
Renegrido en nidos de Musico es similar o mayor a la de otros hospedadores, al menos

cuando se crian en compania de los pichones del hospedador (De Marsico y Reboreda,
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2008; De Madrsico et al., 2010). Es posible que en el interior de los nidos el riesgo de
cometer errores de reconocimiento sea lo suficientemente alto para favorecer la
aceptacion de los pichones parasitos no miméticos, y que la discriminacion sélo se vea
favorecida luego de que los pichones dejan el nido. Pero puede ocurrir también que el
Tordo Renegrido evada la discriminacion al compartir el nido con los pichones de Musico.
Esto puede ocurrir si las sefiales vocales de los pichones del Musico son las que estimulan
la entrega de alimento, y el Tordo Renegrido acapara una parte de esas entregas a través
de competir con sus compafneros de nido (ver Capitulo 6). Para poner a prueba esta
hipdtesis, se deberia comparar la tasa de alimentacidon de pichones de Tordo Renegrido
con y sin pichones del hospedador en la nidada. De esta manera, se obtendria una mejor
idea de la importancia del rol de los Ilamados de pedido sobre |la estimulacién de cuidado

parental de los Musicos.

En sintesis, los resultados de este Capitulo muestran que la estructura de los [lamados de
pedido de alimento tiene un rol importante en la estimulacion del comportamiento de
cuidado parental y que los parasitos de cria generalistas y especialistas difieren en la
efectividad para manipular el cuidado parental del hospedador a través de sus

vocalizaciones.
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Convivir con extrafos:
Distribucidon del alimento en nidadas parasitadas

6.1 Introduccion

El alimento que los padres llevan al nido es uno de los aspectos mds importante del
cuidado parental. Los pichones de un nido compiten por este recurso y los padres
entregan el alimento de forma de optimizar su propio fitness (Trivers, 1974). Bajo el marco
de la teoria paterno-filial, cada pichdén deberia tratar de obtener los maximos recursos
posibles para asi asegurar la propia supervivencia. Sin embargo, este comportamiento
egoista puede acarrear costos si la competencia entrafia el riesgo de perder hermanos
(Hamilton, 1964). Por otro lado, los padres deben distribuir el alimento de forma tal de
optimizar el compromiso entre su éxito reproductivo actual y futuro (Stearns, 1992). Los
parasitos de cria no estan emparentados con sus padres adoptivos ni con las crias de
éstos; por este motivo es de esperar un comportamiento egoista ya que no hay

posibilidad de que exista un conflicto paterno-filial entre ellos (Harper, 1986).

Los parasitos de cria se dividen entre los que eliminan a sus compaferos de nido y
monopolizan completamente el cuidado parental y los que comparten el nido con los
pichones del hospedador. Los pichones de tordo crecen junto a los del hospedador, por lo
gque es de esperar un escenario de alta competencia por alimento. En el caso en que el
pichén parasito sea un “buen” competidor (acapare mas recursos que lo esperable por
azar), podria generar un efecto negativo en el crecimiento o supervivencia de los pichones

del hospedador (Kattan, 1996).
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La competencia dentro del nido esta mediada por los despliegue de pedido de alimento
de los pichones. Las crias parasitas piden alimento mas intensamente que los pichones del
hospedador e intentan acaparar el alimento que llega al nido (Lichtenstein y Sealy, 1998;
Lichtenstein, 2001b; Lichtenstein y Dearborn, 2004). En concordancia con esta hipétesis,
varios estudios han encontrado que los parasitos reciben una mayor proporcion del
alimento que los pichones de los hospedadores con los que comparten el nido
(Lichtenstein y Sealy, 1998; Butchart et al., 2003; Lichtenstein y Dearborn, 2004; Tuero
et al., 2015). Sin embargo, esta ventaja competitiva podria ser el resultado de un mayor
tamafo corporal. En estudios donde se controld el tamafio del pardsito se observé que
éste podria ser determinante de la capacidad competitiva (Lichtenstein y Sealy, 1998;
Rivers, 2007; Gloag et al., 2012; Bortolato, 2015; Tuero et al., 2015). Un estudio llevado a
cabo en la Reinita de Manglar (Setophaga petechia), hospedador del Tordo Cabeza
Marrén, encontrd que en los nidos donde el Tordo presentaba un mayor tamafo corporal,
este era alimentado en mayor proporcién que el pichdn del hospedador. En situaciones en
las que ambos pichones presentaban el mismo tamafio, éstos recibian cantidades
similares de alimento (Lichtenstein y Sealy, 1998). Este resultado indica que la ventaja
competitiva del pichén de tordo dependeria de la diferencia de tamafio con los pichones

del hospedador (Lichtenstein y Sealy, 1998; Rivers, 2007; Gloag et al., 2012).

Los parasitos generalistas se enfrentan a tener que conseguir alimento en una gran
variedad de ambientes con distintos grados de competencia, por lo que podrian no ser
igualmente exitosos si parasitan hospedadores de mayor, igual o menor tamafo corporal
gue el propio (Rivers, 2007). En un estudio experimental, se observd que el Tordo Cabeza
Marrén recibe mas alimento en un hospedador de tamaiio similar al propio que en uno de
mayor o menor tamafio. La explicacién que se le atribuyé a estos resultados es que, en un
hospedador pequeiio los padres no pueden proveer mas alimento y en uno grande el

ambiente es de intensa competencia para este parasito (Rivers, 2007).

El Tordo Renegrido es un parasito generalista con despliegues de pedido de alimento
exagerados que logra ser exitoso en una gran variedad de hospedadores. La intensidad del

despliegue ha sido descripta como flexible y dependiente del nivel de competencia al que
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se enfrenta en el nido (Lichtenstein, 2001a; Tuero et al., 2015). En hospedadores grandes
la proporcion de los eventos de alimentacidon que recibe el pichdn pardsito nunca supera
lo esperado por azary en ciertos casos es solo la mitad de este valor (Lichtenstein, 2001a;
Tuero et al., 2015). En un hospedador pequefio el Tordo acapara el 50% de los eventos de
alimentacion, a pesar de compartir el nido con 4 pichones (Tuero et al., 2015). Cuando en
un hospedador pequefio (e.g. la Ratona Comun) se controlé por el tamafio, el Tordo
Renegrido no recibié mas alimento que el hospedador, por lo que se concluye que en este
hospedador la ventaja competitiva estaria dada por su mayor tamafio corporal (Bortolato,
2015). Sin embargo, aun no se conoce su habilidad competitiva en un hospedador

intermedio.

El Tordo Pico Corto también tiene despliegues exagerados, pero parasita principalmente al
Musico (Fraga, 1998; Lichtenstein, 2001b; De Marsico et al., 2010). No se conoce en
detalle su habilidad competitiva ni en este hospedador ni en sus hospedadores
alternativos (Chopi y Pecho Amarillo). Sin embargo, se sabe que en los tres es exitoso
(Mermoz y Fernandez, 2003; De Marsico et al., 2010; Di Giacomo y Reboreda, 2015). Por
el contrario, cuando se forzé a los pichones de Tordo Pico Corto a utilizar hospedadores
no habituales para este parasito, pero si del Tordo Renegrido, su éxito en la etapa de

pichones fue mucho menor que en el Musico (De Marsico y Reboreda, 2008).

Los Musicos tienen una puesta modal de 4 huevos con un rango de 3 a 5 (De Madrsico
et al., 2010). Como resultado del parasitismo de Tordo Pico Corto y Tordo Renegrido, el
Musico suele criar entre 1 a 6 pichones de una, dos o tres especies, y la reduccion de la
nidada no es comun en sus nidos (De Marsico et al., 2010). El Musico es un hospedador de
tamanfo intermedio para ambas especies de tordos, en el que las tres especies presentan
un tamafo corporal similar al principio de la etapa de pichones, pero ambos parasitos

abandonan el nido con un tamafio mayor al del hospedador (De Marsico et al., 2010).

El objetivo de este Capitulo fue estudiar el efecto del parasitismo sobre la competencia
entre pichones en nidos de Musico. Los objetivos particulares fueron estudiar: 1) la

distribucion de alimento en nidadas no parasitadas y parasitadas con pichones de Tordo
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Pico Corto y Tordo Renegrido y 2) si la presencia de un pichdn parasito afecta el
crecimiento de los pichones de Musico. El objetivo parte de la hipdtesis de que los
pardsitos son buenos competidores dentro del nido. Entonces, se espera que en nidadas
mixtas, los tordos reciban mas alimento que lo esperado por azar y mas que un pichdn de
Musico en una nidada no parasitada. Si se corrobora la idea de que los pardsitos reciben
mds alimento, se espera que la mayor proporcién de alimento recibido por los Tordos

repercuta (negativamente) en el crecimiento de los Musicos.

6.2 Métodos

6.2.1 Manipulacion experimental

En este Capitulo se utilizaron los mismos nidos experimentales que en el Capitulo 4, donde
se controld la cantidad de pichones (nidadas de 4 pichones), la edad de los pichones (se
colocd el huevo de Tordo de manera tal que eclosione el mismo dia que los huevos de
Musico) y su composicion: 1) nidadas parasitadas con un uUnico pichdn pardsito de Tordo

Pico Corto o 2) Tordo Renegrido y 3) no parasitadas.

6.2.2 Recoleccion de datos

Simultdneamente a las grabaciones realizadas para el Capitulo 4 en los dias 4 y 8 de edad
de los pichones, se filmé el interior de los nidos para registrar la distribucién de alimento.
Estas filmaciones se realizaron con microcamaras provistas de leds infrarrojos, conectadas
a un grabador digital de video (PV-500 Lite). Las microcdmaras y los cables se colocaron en
el nido un dia antes del experimento para permitir la habituacién de los Musicos a estos
dispositivos y reducir el tiempo de manipulacién del nido el dia de la filmacidn. Los adultos
retomaron su actividad normal unos minutos después de finalizar la visita al nido. Como se
menciona en el Capitulo 2, los Musicos usan mayoritariamente nidos cerrados de otras
especies en los cuales se dificulta introducir la microcdmara de forma tal que se vean bien

todos los pichones y las entregas de alimento. A lo largo de la primera campaina de esta
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Tesis, se puso a punto la técnica de filmacién en nidos naturales de Musico de modo de no
afectar ni la supervivencia ni las actividades de las aves y obtener grabaciones

informativas.

El dia del experimento e inmediatamente antes de la filmacidn, se pintaron los picos de los
pichones con tinta no tdxica para poder individualizarlos posteriormente en las
grabaciones. Las marcas consistieron en pintar la mitad izquierda del pico, la mitad
derecha, ambas mitades y dejar sin pintar (Figura 6.1). Estas marcas fueron las mismas

que se utilizaron en las patas para individualizar a los pichones (ver Capitulo 2).

Se extrajo informacién de 25 nidos: 15 filmaciones en el dia 4 (5 filmaciones por
tratamiento) y 22 filmaciones en dia 8 (8 por tratamiento excepto para el tratamiento
parasitado con Tordo Renegrido, en el que sdlo se obtuvieron 6 filmaciones). Se
descartaron 13 filmaciones (no contempladas en el tamafio muestral antes mencionado)
en las cuales la ubicacién de la cdmara no permitié ver correctamente qué pichdn era
alimentado durante las visitas o en las que se interrumpid la filmacion por imprevistos (ej.
[luvia). La primera media hora de las grabaciones fue descartada (se considerd que en este
tiempo los adultos retomaban el comportamiento previo a la manipulacién) analizdndose
los 210 minutos restantes. A partir de los videos se determind: 1) el nimero de visitas de

alimentacion y 2) la identidad del pichdn que recibio el alimento en cada visita.

Todos los pichones de las 42 nidadas experimentales (incluyendo las nidadas del Capitulo
4 que no se obtuvo la filmacion del interior del nido) fueron pesados y se les midié el largo
del tarso a diario (ver Capitulo 2). Ademas, se registro el destino final de cada nido vy

pichdn dentro del nido (ver Capitulo 2).

6.2.3 Andlisis de datos

Para determinar si existieron diferencias significativas en el largo del tarso y en el peso
entre los pichones de cada especie pardsita y entre los pichones de Musico, en los dias 4y
8, se usaron ANOVAs de un factor. Se verificd la normalidad de los residuos a través de la

prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965) y la homocedasticidad a través de la prueba
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Figura 6.1. Foto de los picos pintados. Nidada experimental del tratamiento parasitado con Tordo Renegrido
(altimo pichdn desde la izquierda) de una nidada de 4 dias de edad. Se pueden observar las marcas
realizadas en los picos para individualizarlos en las grabaciones. De izquierda a derecha, pichdn con pico
pintado en la mitad derecha, |la mitad izquierda del pico, ambas mitades y sin marcar.

de Bartlett (Bartlett, 1937). En los casos en que el ANOVA fue significativo se realizaron
contrastes a posteriori de Tukey. Para determinar si la proporcion de alimento recibido
por los pichones de tordo fue mayor que lo esperado por azar, se realizd una Prueba
Binomial Exacta a una cola, en la cual se tomd el valor esperado por azar de 0,25 si los 4
pichones reciben la misma cantidad de alimento. Para analizar si la proporciéon de
alimento recibido por los pichones parasitos y el pichdn de Musico mas pesado de las
nidadas sin pardsitos difieren, se realizd6 un Modelo Lineal Generalizado (GLM) con
distribucion de errores binomial y funcion de enlace logit. La proporcién de alimento
recibido por pichdon fue la variable respuesta y la especie del pichdon fue la variable
predictora. También se calculd el indice de equitatividad de la distribucion del alimento
dentro de la nidada (Shen et al., 2010) basados en el indice de asimetria S (Pamilo y
Crozier, 1996), 0 < S < 1, donde 0 indica una distribucion equitativa del alimento dentro
de la nidada y 1 indica que el alimento estd completamente monopolizado por un pichdn
en el nido. Todas las pruebas fueron realizadas con una confianza del 95%. Las pruebas
estadisticas fueron llevadas a cabo utilizando el paquete estadistico R, Versién 2.11.4 y los

graficos fueron realizados con el paquete de procesamiento grafico ggplot2 para R (R Core
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Team, 2014). Los datos se informan con graficos de caja (boxplot) y los valores informados

son el promedio * error estandar.

6.3 Resultados

En 6 de las 42 nidadas experimentales (14%) hubo pérdida parcial de pichones pero en
todos los casos la pérdida se adjudico a depredacidn parcial y no a reduccién de nidada, ya
sea porque los pichones fueron desapareciendo de a uno en dias consecutivos, hubo
indicios de depredacion (otro pichdén en el nido con heridas) o el pichén que desaparecio

tenia peso igual o mayor que los otros pichones en el nido.

Las filmaciones mostraron que las tareas realizadas por los adultos dentro del nido fueron
el empolle de los pichones (actividad que desaparece casi por completo en el dia 8), la
higienizacién del nido y el acicalamiento y la alimentaciéon de los pichones. En la gran
mayoria de las visitas de alimentacion (98%), la presa fue entregada a un unico pichdn. En

el otro 2% de las visitas, fue repartida entre dos pichones.

6.3.1 Tamano corporal

No se observaron diferencias significativas en el peso (n = 34) y largo de tarso (n = 27)
entre los pichones parasitos y el promedio de los pichones de Musicos de las nidadas no
parasitadas a dia 4 (Tabla 6.1). A dia 8, el peso de los tordos fue mayor que el promedio de
los pichones de Musicos y mayor para el Tordo Renegrido que para el Tordo Pico Corto (n
= 28; Tabla 6.1). El Tordo Renegrido también mostré mayor largo de tarso que las otras
dos especies (n = 28; Tabla 6.1). Los mismos resultados cualitativos se obtuvieron al
comparar el pichdon mas grande de las nidadas no parasitadas (M4) con los pichones

parasitos (Figura 6.2 y Tabla 6.1).
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Tabla 6.1. Comparaciones de las medidas de tamafio corporal (peso en gramos y largo de tarso en
milimetros) a través de un andlisis de la varianza (ANOVA) entre los pichones de Tordo Pico Corto (TPC) y
Tordo Renegrido (TR) con el promedio de los pichones de Musico de la nidada no parasitada (Promedio) o el
pichdn mas pesado de Musico de la misma nidada (M4) tanto para dia 4 como 8 de edad de pichones. En las

pruebas que dieron efectos significativos (p <0,05) serealizé |la pueba a posteriori de Tukey.

Pruebas a posteriori de Tukey

Variable Dia ANOVA
M-TPC M-TR TPC-TR
Peso 4 Fy31=2,39 p=0,11
8 F,25=23,0 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p =0,018
Promedio
Tarso 4 F3.,=1,67 p=0,21
8 Fy25 =14,58 p <0,001 p=0,44 p <0,001 p <0,001
Peso 4 F2131 = 0,76 p = 0,48
8 F;,5=17,27 p <0,001 p <0,01 p<0,01 p=0,01
M4
Tarso 4 F3,4=0,27 p=0,77
8 F;,5=8,78 p <0,001 p =0,99 p<0,01 p<0,01

6.3.2 Distribucion del alimento

En promedio, la proporcidon de alimento recibido por los pichones de Tordo Pico Corto en
nidos de Musico fue de 0,33 + 0,01 para dia 4 y 0,30 + 0,01 para dia 8 (Figura 6.3). La
proporcion observada para los pichones de Tordo Renegrido fue de 0,38 + 0,04 para dia 4
y 0,34 + 0,03 para dia 8 (Figura 6.3). Ambos parasitos recibieron una proporcién mayor de
las entregas que lo esperado por azar tanto en dia 4 (Prueba binomial exacta: probabilidad
de éxito = 0,80; n = 10; p < 0,001; Figura 6.3) como en dia 8 de edad de pichones
(probabilidad de éxito = 0,86; n = 14; p < 0,001; Figura 6.3). Comparados con el pichdn de
Musico mas pesado de su nido, el Tordo Pico Corto recibié una proporcién mayor de las
presas en dia 4 y marginalmente mayor en dia 8 de pichones (Wilcoxon: dia 4: W = 15,
n=10, p = 0,03; dia 8: W = 29, n = 16, p = 0,074; Figura 6.3), mientras que el Tordo
Renegrido recibié marginalmente mas comida en dia 4 y significativamente mdas en dia 8
(Wilcoxon: dia 4: W = 14, n =10, p = 0,062; dia 8: W=7, n =12, p =0,03; Figura 6.3). En

cambio, en los nidos de Musico no parasitados, no se observaron diferencias entre los
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Figura 6.2. Peso en gramos (g) y largo de tarso en milimetros (mm) de pichones de Musico de mayor peso de

las nidadas no parasitadas (M4), pichones de Tordo Pico Corto (TPC) y Tordo Renegrido (TR) endiaa)yc) 4y
b) y d) 8 de pichones. Los nimeros sobre las cajas indican la cantidad de datos analizados.

pichones en ambos dias (Friedman: dia 4: x*3=2,3,n=20, p=0,52; dia 8: x*3=4,1,n =32,
p = 0,24). El indice de equitatividad fue, en promedio, menor para las nidadas no
parasitadas y mayor para los nidos con Tordo Renegrido, pero las diferencias entre
tratamientos no fueron significativas en dia 4 y marginal en dia 8 (ANOVA: Dia 4: F 1, =

2,09, p =0,17; Dia 8: F5,19= 3,06 p = 0,07; Figura 6.4).

Por ultimo, se analizé si hubo diferencias en la cantidad de alimento recibida entre los
tordos y el pichén mas pesado de la nidada no parasitada (M4). El Tordo Renegrido recibio
mas alimento que M4 tanto en dia 4 como en dia 8 (Tabla 6.2 y Figura 6.3), mientras que
no se encontraron diferencias entre el Tordo Pico Corto y el Musico en ninguna de las 2

edades (Tabla 6.2 y Figura 6.3. ay b).
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Tabla 6.2. Resultados de los GLM con distribuciéon binomial y funcién de enlace logit de la proporcién de
alimento recibido por los pichones de Tordo Pico Corto (TPC), Tordo Renegrido (TR) y el Mdsico de mayor

peso de la nidada no parasitada (M4). El tratamiento M4 se tom6 como nivel de referencia.

Variable Nivel Estimador + E.E. p
Intercept -1,0+£0,1 <0,001%*
Dia4 TR 0,5+0,2 0,02%*
Tratamiento
TPC 0,3%+0,2 0,12
Intercept -1,0+0,2 <0,001%*
Dia 8 TR 0,5+0,2 0,03*
Tratamiento
TPC 0,2+0,2 0,26
a) Dia 4 b) Dia8
5
0.5 0.5-
6
£ o044 5 0.4-
o)
E
g 8
= 5
2 I 5 |
§ 0.3 | 0.3- -2
) |
0.2+ D.2- 1
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Figura 6.3. Proporciéon de alimento recibido por el Musico de mayor peso de las nidadas no parasitadas
(M4), por el Tordo Pico Corto (TPC) y el Tordo Renegrido (TR). La linea punteada marca la distribucion de
alimento para cada individuo esperada porazar (0,25).Los nimeros sobre las cajas indican la cantidad de
datos analizados.
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Figura 6.4 indice que mide el grado de equitatividad en la distribucién de alimento entre
tratamientos. 0 es completamente equitativo y 1 que un individuo monopoliza la totalidad de los

recursos.

6.3.3 Efecto del parasitismo sobre la condicion fisica

Al analizar si la mayor proporcién de alimento recibida por los tordos repercutio en el
peso de los Musicos con los que comparten el nido, se observd que el peso promedio de
los pichones de Musico en nidadas parasitadas no mostrd diferencias significativas
respecto de las nidadas no parasitadas (ANOVA: dia 4: F, 3, =0,29; p = 0,75; dia 8: 2,26 =
0,29; p = 0,75; Figura 6.5.a y b). Lo mismo ocurrid con el largo promedio del tarso (ANOVA:
dia 4: F,,26 = 0,18; p = 0,84; dia 8: F;,26 = 0,16; p = 0,85; Figura 6.5.c y d).
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Figura 6.5 Peso en gramos (g) de pichones de Musico en nidadas parasitadas por Tordo Pico Corto (TPC),
Tordo Renegrido (TR) y nidadas no parasitadas (M) en dia a) 4 y b) 8 de pichones. Tarso (mm) promedio de los

pichones de Musico por tratamiento en dia c)4 y d) 8 de edad. Los nimeros sobre las cajasindicanlacantidad
de datos analizados.

6.4 Discusion

Los resultados de este Capitulo sugieren que los pichones de Tordo Renegrido y Tordo
Pico Corto en nidos de Musico tienen una mayor capacidad competitiva que pichones del
hospedador de la misma edad. Los pichones de ambas especies parasitas recibieron una
mayor proporcion del alimento entregado al nido que la esperada en caso de una
distribucion equitativa entre los pichones, y mayor que la que recibié el pichdn de Musico
de mayor tamano de la misma nidada. Ademas, el Tordo Renegrido, pero no el Tordo Pico
Corto, mostréd una mayor habilidad competitiva que el Musico de mayor tamano de las

nidadas no parasitadas. Se ha propuesto que la mayor ventaja competitiva de los pichones
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parasitos puede deberse a su mayor tamafno respecto del hospedador (Dearborn, 1998;
Lichtenstein y Sealy, 1998) o a los despliegues exagerados de pedido de alimento que
podrian actuar como un superestimulo para los hospedadores (Brooke y Davies, 1987;
Soler et al., 1995). En este caso, los resultados no concuerdan totalmente con la hipétesis
de ventaja competitiva por el tamafio dado que los tordos lograron obtener una mayor
proporcion de alimento en el dia 4, cuando las diferencias en tamafo con el hospedador
no son significativas. Por lo tanto, es posible que la ventaja competitiva se deba también a
los despliegues de pedido de alimento mas exagerados de los pichones parasitos
(Lichtenstein, 2001b; Lichtenstein y Dearborn, 2004). Para poner a prueba esta hipétesis
habria que comparar la intensidad de los despliegues visuales (postura) entre los tordos y
el hospedador, y analizar si existe una relacién entre la intensidad de los despliegues y la
proporcion de alimento recibido. Estudios previos muestran una asociacién positiva entre
la intensidad del despliegue del comportamiento de pedido de alimento y el alimento
recibido por el pichdn (Kacelnik et al., 1995; Kilner, 1995; Leonard y Horn, 1998; Porkert y
Spinka, 2006; Redondo y Castro, 2010). Sin embargo, en los casos citados no queda claro si
el pichon que muestra la mayor intensidad del despliegue gana la competencia por el
alimento o si los padres alimentan preferentemente a los pichones que muestran una

intensidad mayor (Kilner, 2002).

Los Musicos no parecen estar usando las mismas claves para llevar alimento al nido que
para distribuirlo una vez acarreado. Los experimentos realizados sugieren que los padres
usan claves especie-especificas como las claves acusticas para ajustar la tasa de entrega,
pero no para distribuir el alimento dentro de la nidada (Ver Capitulo 5). Por lo tanto, la
competencia dentro de la nidada podria estar mas relacionada con la intensidad de los
despliegues y la interferencia fisica entre los pichones, donde el que pide mas
intensamente o se posiciona mejor ante la llegada de los padres es el que tiene mas
probabilidad de ser alimentado en cada visita. En este escenario, el Tordo Renegrido se
beneficiaria de compartir el nido con los pichones de Musico o de Tordo Pico Corto ya que
sus llamados de pedidos de alimento inducen una mayor tasa de entrega de alimento al

nido por parte de los padres, de la cual el Tordo Renegrido logra acaparar una parte
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mayor. Para poner a prueba esta hipdtesis habria que realizar un experimento
comparando las tasas de entrega de alimento y curvas de crecimiento de pichones de

Tordo Renegrido en nidos con y sin pichones de Musico

Es importante sefalar que a pesar de que los pichones parasitos recibieron mas comida,
no fueron capaces de monopolizar en forma desproporcionada el alimento dentro de la
nidada. Esto se refleja en la equitatividad en la distribucion de las entregas, que fue similar
entre los tratamientos con y sin pichdn parasito. Por otro lado, no se detectd un efecto
negativo de la competencia con los pichones pardsitos sobre la supervivencia y la
condicion fisica de los pichones de Musico, al menos hasta los 8 dias de edad. El hecho de
gue los pichones parasitos compitan por el alimento con los pichones del hospedador sin
excluirlos, puede tener consecuencias importantes para la coexistencia de los pichones
dentro del nido y la estabilidad del sistema hospedador-parasito a largo plazo (Kilner,
2004; Gloag et al., 2012). En este sentido, los resultados sugieren que la competitividad no
es muy distinta entre los pichones de Tordo Pico Corto y los Musicos mas grandes de las
nidadas no parasitadas, lo que podria explicar por qué la reduccidon de nidada es poco
frecuente en los nidos de MUsico a pesar de las altas tasas de parasitismo a las que estan

expuestos (De Mdrsico y Reboreda, 2014).

Como se hizo referencia en los capitulos anteriores (Capitulo 4 y 5), los Musicos no
parecen usar las mismas reglas para alimentar los pichones dentro y fuera del nido.
Mientras que fuera del nido el Tordo Renegrido no recibe alimento y su supervivencia es
casi nula, dentro del nido recibe la mayor proporcién de alimento y llega al mismo tamano
observado que en sus principales hospedadores (De Marsico et al., 2010). En la etapa de
juveniles los Musicos no entregan alimento al Tordo Renegrido probablemente porque
éstos no producen los estimulos vocales y visuales apropiados (De Marsico et al., 2012;
Lama, 2015). En la etapa de pichones los llamados de Tordo Renegrido tampoco parecen
estimular la entrega de alimento por parte de este hospedador pero los pichones no son
discriminados. Esto puede deberse a que los despliegues exagerados compensan el déficit
de la seiial, o bien a que existe alguna restriccion para discriminarlos en las condiciones de

baja luminosidad del interior de los nidos de Mdusico, lo que resulta en una proporcién
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mayor de alimento entregado a los pichones de Tordo Renegrido respecto a los pichones
del hospedador. Por el contrario, el Tordo Pico Corto pareceria “ser” un Misico mas, tanto
dentro como fuera del nido. Esta similitud del Tordo Pico Corto con el Mdusico parece
haber evolucionado como una contraadaptacién por el éxito diferencial en la etapa de
juveniles, y ademads parece conferirle la ventaja dentro del nido de “pasar desapercibido”

aunque no parece otorgarle ventajas claras respecto al Tordo Renegrido.
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El beneficio de vivir con los Musicos:
Parasitismo de Philornis sp. y remocion de sus larvas

7.1 Introduccion

Los pardsitos juegan un importante rol como agentes de seleccidn en la historia de vida de
sus hospedadores. Las aves y sus nidos suelen ser infestados por una gran diversidad de
ectoparasitos como piojos, pulgas, chinches, larvas de moscas y acaros (Marchall, 1981).
Estos ectoparasitos varian en los recursos de los cuales se alimentan (piel, plumas, sangre,
etc.) asi como en el efecto que le causan a sus hospedadores. La reduccion del éxito de
apareamiento, del tamafio de puesta, de la supervivencia de pichones y juveniles son
algunos de los numerosos efectos negativos que han sido reportados por la infestacion
con ectoparasitos en aves (ver Moyer y Clayton 2004). Estos costos del parasitismo en
términos de fitness podrian influir en la seleccién de rasgos en los hospedadores que
minimicen la probabilidad o la intensidad de la infestacion (Moyer y Clayton, 2004;

Clayton et al., 2010).

Un ectopardsito comun en las especies de aves paseriformes del Neotrdpico es la larva de
las moscas del género Philornis (Diptera: Muscidae) (Carvalho, 2005). Los adultos de este
género son de vida libre pero las larvas son pardsitas asociadas a nidos y pichones de aves.

La asociacién entre estos parasitos y sus hospedadores se puede dividir en 3 segun el tipo
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de alimentacidon de las larvas: copréfagas (9% de las especies del grupo), semi-
hematéfagas de vida libre (9%), y hematdfagas (82%) (Couri y Carvalho, 2003). Las
copréfagas se alimentan y desarrollan en la materia organica acumulada en el fondo de
los nidos (Dodge, 1963). Las semi-hematéfagas se desarrollan en el material del nido del
hospedador y realizan visitas regulares al hospedador para alimentarse de su sangre a
través de un pequeiio orificio en la piel que ellas mismas realizan (Dodge y Aitken, 1968;
Huber, 2008). Las larvas hematofogas se desarrollan subcutdneamente en pichones;
realizan un pequeno orificio en la piel del pichén por donde respiran y se alimentan de sus

fluidos, tejidos y sangre (Young, 1993).

Algunos estudios sobre el ciclo de vida de las larvas hematdfagas o subcutdneas estiman
gue éstas permanecen en los pichones entre 5y 6 dias hasta que se desarrollan y dejan a
los pichones para pupar en el fondo del nido o en el suelo (Fraga, 1984; Arendt, 1985b;
Segura y Reboreda, 2011; Quiroga y Reboreda, 2013), pero la permanencia en el pichdn
puede acortarse cuando el pichén muere antes y las larvas lo abandonan
prematuramente. Entre 2 y 3 semanas después de pupar, emerge el adulto de vida libre
(Spalding et al., 2002; Quiroga, 2009; Quiroga y Reboreda, 2013). Se sabe muy poco acerca
del comportamiento de oviposicién de estas moscas, pero es probable que una nidada sea

hospedadora de varias cohortes (Arendt, 1985a; Young, 1993).

El parasitismo de Philornis sp. puede tener efectos negativos sobre el crecimiento y la
supervivencia de los pichones (Arendt, 1985a; Dudaniec y Kleindorfer, 2006; Fessl et al.,
2006; Rabuffetti y Reboreda, 2007; Segura y Reboreda, 2011; Quiroga y Reboreda, 2012),
aunque estos costos varian entre las especies hospedadoras. Young (1993) sélo encontrd
efectos negativos leves del parasitismo de P. carinatus sobre el crecimiento de la Ratona
Comun (Troglodytes aedon) en Costa Rica y no encontré diferencias en la supervivencia de
nidadas parasitadas y no parasitadas. Esta variabilidad podria deberse a que el efecto de
Philornis sp. depende de la intensidad del parasitismo y la edad a la que se produce la
infestacion (Arendt, 1985b; Dudaniec et al., 2006; Rabuffetti y Reboreda, 2007). Rabuffetti
y Reboreda (2007) encontraron una asociacién negativa entre la intensidad de parasitismo

de Philornis sp. y la supervivencia de pichones de la Calandria Grande (Mimus saturninus)
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en la Provincia de Buenos Aires y una asociacion positiva entre la latencia de parasitismoy
la supervivencia de los pichones. Sin embargo, las diferencias en el efecto del parasitismo
sobre los hospedadores también podrian deberse a diferencias en el grado de virulencia
de la especie pardsita, asi como también a las defensas anti-parasitarias desarrolladas por

cada hospedador.

Las aves pueden combatir a los ectopardsitos de diferentes maneras. La primera y mas
simple barrera de defensa es evitar ser infestado. Hay numerosos ejemplos en la literatura
gue muestran cdmo los padres pueden reducir los costos del parasitismo evitando nidos
con mayor carga parasitaria (por ejemplo, Oppliger et al., 1994), nidificando en el
momento de la temporada reproductiva cuando hay menos pardsitos (Oppliger et al.,
1994), realizando una activa higiene del nido (Christe et al., 1996) o utilizando en la
construcciéon del nido material vegetal con compuestos secundarios que actian como
repelente (Clarky Mason, 1985). Luego de producida la infestacion, la estrategia defensiva
mas eficaz seria desarrollar defensas que permitan disminuir el impacto negativo del
pardsito en la supervivencia y el crecimiento de los pichones. El acicalamiento de los
pichones podria serla forma mas directa de reducir la intensidad o carga parasitaria de los

pichones infestados (Christe et al., 1996).

Una peculiar forma de acicalamiento ha sido descripta en el Musico: Fraga (1984) ha
propuesto que los Musicos remueven las larvas de Philornis sp. de los pichones, algo que
hasta el momento no ha sido reportado en otras especies de aves. Fraga (1984) observo
pequefias larvas de Philornis sp. en pichones de Musico que desaparecian a los pocos dias
y nunca encontrd larvas de gran tamano como las descriptas en otras especies de
paseriformes de la misma zona. Estas evidencias indirectas lo llevaron a postular que los
Musicos remueven las larvas de Philornis sp. de los pichones de su nido. Como observo el
mismo tipo de cicatrices en pichones del hospedador y de Tordo Pico Corto, Fraga (1984)
sugirié que este comportamiento del Musico, que reduce el riesgo de mortalidad de los
pichones por Philornis sp., podria ser uno de los factores que ha favorecido la

especializacion en el uso de este hospedador por parte del Tordo Pico Corto.
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El objetivo general de este Capitulo es estudiar el comportamiento de remocién de larvas
de los Musicos y determinar si beneficia por igual a los pichones del hospedador y a los
pardsitos de cria. Los objetivos particulares son: 1) cuantificar la prevalencia e intensidad
del parasitismo de Philornis sp. en los nidos de MUsico, 2) describir el comportamiento de
remocion de larvas de Philornis sp., 3) evaluar si es un comportamiento dirigido hacia los
pichones propios o a todos los pichones presentes en el nido y 4) analizar si el parasitismo
de Philornis sp. tiene un impacto negativo sobre el crecimiento y la supervivencia de los

pichones del nido.

7.2 Métodos

7.1.1 Recoleccion de datos

Durante los monitoreos de los nidos de Musico durante las campafias 2012-2013 y 2013-
2014, los pichones fueron inspeccionados cada 2-3 dias para detectar la presencia de
larvas subcutdneas o marcas de remocién en el tegumento. En cada visita se registro la
edad de los pichones (eclosién del primer huevo = dia 0) y el nUmero de pichones en el
nido y la especie a la que pertenecian (ver Capitulo 2). También se registrd el destino final
del nido (exitoso o fallido) y, en el caso de los nidos exitosos, el nimero de pichones que
llegaron a los 8 dias de edad. A partir de los datos de presencia de larvas o marcas de
remocion en los pichones se analizé la prevalencia del parasitismo de Philornis sp. en los
nidos de Musico, estimada como el porcentaje de nidos infestados sobre el total de nidos
con pichones de al menos 3 dias de edad. Ademas, durante la campafia 2013-2014, se
tomaron datos del niumero de larvas por pichdn para evaluar la intensidad del parasitismo
y a qué especie afectaba. El nimero de larvas por pichdn se estimo contando las larvas y
las marcas de remocion (las cuales permanece al menos un par de dias, C. Ursino
observacién personal). Se tomd nota de la ubicacion de las larvas para no sobreestimar
este numero con las marcas de remocion. Para determinar la intensidad, se tomo el

mismo criterio que para prevalencia: se consideraron solo los nidos que alcanzaron al
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menos los 3 dias de edad de los pichones. Todos los pichones de estos nidos fueron

pesados y se les midio el tarso siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 2.

Para determinar la existencia del comportamiento de remocién de larvas y si éste es
dirigido preferentemente a los pichones propios o se dirige porigual a todos los pichones
presentes en el nido se analizaron: 1) los registros de las visitas diarias a los nidos en los
gue se detectd la presencia de larvas y su desaparicidon posterior, asociada a la aparicion
de lesiones o cicatrices en los pichones del nido (evidencia indirecta similar a la utilizada
por Fraga 1984), 2) las filmaciones del comportamiento de los adultos dentro del nido (i.e.
los videos de nidos con pichones de 4 y 8 dias de edad usados en el Capitulo 6), y 3)

filmaciones adicionales dentro de nidos con pichones infestados (evidencias directas).

Para documentar el comportamiento de remocidon de larvas de Philornis sp. por parte de
los adultos se utilizaron nidos de Musico que tenian pichones infestados (n = 7 pichones,
uno por nido) durante las campafias 2012-2013 y 2013-2014. Dos de estos 7 pichones eran
de Musico y habian sido infestados en su nido de origen. Otros 2 pichones de Tordo Pico
Corto y 1 de Tordo Renegrido fueron traslocados a nidos de dos especies simpatricas que
tienen una alta prevalencia de parasitismo de Philornis sp: la Ratona Comun y la Calandria
Grande. Luego de 24 hs en el nido de una de estas especies fueron devueltos a su nido
original. Ademas, se traslocaron otros 2 pichones de Tordo Renegrido infestados con
Philornis sp. desde nidos de Calandria Grande a nidos de Musico. Los pichones infestados
fueron filmados desde su devolucién o traslocacion al nido de Musico hasta que todas las
larvas fueron removidas usando una microcamara con leds infrarrojos conectada a un
grabador digital de video (PV-500 Lite, Stuntcams). Los videos fueron analizados
posteriormente para detectar los eventos de remocidn de larvas. Antes de comenzar con
la filmacién y luego de 24 hs de la traslocacion, se contabilizaron las larvas y marcas de

remocion del pichon focal.

7.2.1 Andlisis de datos

Para evaluar si hubo diferencias en la prevalencia de parasitismo entre afios, se realizd

una prueba exacta de Fisher. Para evaluar la posible asociacién entre la ocurrencia del
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parasitismo (parasitado = 1, no parasitado = 0) y el momento de la temporada
reproductiva en que los huevos eclosionaron, se realizd un GLM con distribucién binomial
y funcion de enlace logit, donde la variable respuesta fue la ocurrencia del parasitismo y la
predictora fue el momento de la temporada reproductiva. La temporada se dividio en
bloques de 10 dias y cada nido fue asignado a los bloques segin el dia en que
eclosionaron los huevos (dia 0 de pichones). Para evaluar si existe una asociacion entre el
numero de nidos con pichones disponibles para infestar y el nimero de nidos infestados a
lo largo de la temporada reproductiva se realizd una correlacion de Spearman. Para
evaluar si existian diferencias entre las nidadas parasitadas y no parasitadas en el tiempo
gue asignaron los adultos a acicalar a los pichones respecto del tiempo que estuvieron
dentro del nido, se realizé una prueba de t. Se verificd la normalidad de los residuos a
través de la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965) y la homocedasticidad a través
de la prueba de Bartlett (Bartlett, 1937). Para evaluar si el parasitismo de Philornis sp. tuvo
un efecto sobre el crecimiento de los pichones, se calculd la tasa de crecimiento de los
pichones de nidos infestados y no infestados como la pendiente de la regresion del pesoy
largo del tarso en funcion de la edad (en dias) entre los dias 2 y 8 de pichones (dia 0 = dia
de eclosion). Pese a que la curva de crecimiento sigue una forma sigmoidea, entre los dias
3 y 8 el crecimiento es aproximadamente lineal (De Mdrsico, 2009). Para el caso de los

nidos infestados solo se utilizaron los pichones en los que se tuvo certeza de la infestacion
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Tabla 7.1. Parasitismo de Philornis sp. en nidos de Musico en las temporadas reproductivas 2012-2013 y
2013-2014.Se indica la prevalencia de parasitismo como el porcentaje de nidos con al menos un pichdn
con larvasrespecto al total de nidos que Ilegaron al menos al dia 3 de edad de los pichones, la fecha dela
eclosién mas temprana y la fecha de la primera infestacién observada con larva de Philornis sp. en nido
de Musico.

Temporada reproductiva 2012-2013 2013-2014
Prevalencia 47,8% 64,2%
Nidos con larvas / Total de nidos 11/23 18/ 28
Fechade laprimeraeclosién 04/12/2012 16/12/2013
Primerainfestacion observada 08/12/2012 17/12/2013

con larvas (observacion de larvas). Las medidas de crecimiento fueron promediadas entre
los pichones de Musico de un mismo nido. Se compard las tasas de crecimiento de pesoy
tarso y el peso a dia 8 de las nidadas parasitadas y no parasitadas con una prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. Todas las pruebas fueron realizadas con una confianza del
95%. Las pruebas estadisticas fueron llevadas a cabo utilizando el paquete estadistico R,
Version 2.11.4 y los graficos fueron realizados con el paquete de procesamiento grafico
ggplot2 para R (R Core Team, 2014). Los resultados se graficaron con diagramas de caja

(boxplot) y los valores informados son la media * el error estandar.

7.3 Resultados

7.1.2 Parasitismo de Philornis sp. en nidos de Musico

La prevalencia de Philornis sp. en los nidos de Mdusico durante las temporadas
reproductivas 2012-2013 y 2013-2014 fue del 56,9 % (n = 51) y no varid entre las mismas
(prueba exacta de Fisher; xz = 1,93, gl =1, p = 0,27; Tabla 7.1). La intensidad de
ectoparasitismo se analizé sélo en la campafia 2013-2014 y se encontré que fue de 19,0 +

3,9 larvas por nido (n = 14). La intensidad de ectoparasitismo por pichon de Musico fue de
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5,7 £ 0,7 larvas (32 pichones en 14 nidos) y de 7,3 £ 2,6 larvas por pichén de Tordo Pico
Corto (4 pichones en 4 nidos). No se cuenta con el registro de intensidad de parasitismo
de 3 nidos parasitados con Tordo Renegrido por lo que no fue posible estimar la
intensidad en los pichones de esta especie. No se observd una asociacion significativa
entre la ocurrencia de parasitismo y el momento de la temporada reproductiva en el que
los huevos eclosionaron (GLM: estimador + E. E.: -0,0041 + 0,021, n =51, p = 0,85; Figura
7.1). Sin embargo, si se encontrd una asociacion significativa y positiva entre el nimero de
nidos con pichones disponibles y el nimero de nidos infestados (correlacién de Spearman;

r=0,75, p = 0,002, n = 14; Figura 7.2).

7.1.3 Comportamiento de remocion de larvas

En las visitas diarias a los nidos se detectaron en pichones de las 3 especies larvas que al
otro dia no estaban presentes y en su lugar se observaban “marcas de remocion” (Figura
7. a y b). Estas marcas fueron observadas en 43 pichones de Musico en 20 nidos, 12
pichones de Tordo Pico Corto en 7 nidos y 7 pichones de Tordo Renegrido en 7 nidos.
Ademas, se observaron marcas en los 7 pichones infestados que fueron traslocados a
nidos de Musico. Veinticuatro horas después de que los pichones fueron colocados en los
nidos de Musico entre el 95y 100% de las larvas habian desaparecido y se observaron las
marcas de remocion en la piel. Estas larvas fueron removidas en un estadio muy precoz de
su crecimiento, por lo general cuando miden unos pocos milimetros. Sélo en uno de 29
nidos parasitados se observaron 3 larvas grandes (aproximadamente 0,5 cm) en un

pichén.

Los videos analizados mostraron que los Musicos destinaron en promedio el 40,0 + 5,7 %
(n = 14 nidos con pichones de 4 dias de edad) y el 54,3 + 5,0 % (n = 18 nidos con pichones
de 8 dias) del tiempo total dentro del nido a acicalar a los pichones. No hubo diferencias
significativas en el tiempo destinado al acicalamiento entre las nidadas parasitadas y no
parasitadas con Philornis sp. en el dia 4 de edad (t = 0,82, gl = 12, p = 0,43; Figura 7..a),
pero si en el dia 8 (t=2,71, gl = 16, p = 0,015; Figura 7..b) de edad de los pichones. El
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Figura 7.1. Parasitismo de Philornis sp. en nidos de Musico (0: nido no parasitado, 1: nido parasitado)alc
largo de la temporada reproductiva (n=51). La fecha del nido es el dia que los huevos eclosionaron (=dia

0 de pichones). Los puntos rojos indican los nidos de la temporada reproductiva 2012-2013 y los azules
los nidos de la temporada reproductiva 2013-2014.
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Figura 7.2. Numero de nidos disponibles (puntos rojos)y nimero de nidos parasitados con Philornis sp.

(puntos azules) a lo largo de la temporada reproductiva: a) 2012-2013 y b) 2013-2014. La fecha del
nido es el dia que los huevos eclosionaron (= dia 0 de pichones).
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Figura 7.3 Philornis sp.en los nidos de MUsico. (a) Marcas deremocidn de larvas (evidenciasindirectas) sefialadas
con flechas blancas en pichones de Tordo Pico Corto (primeras dos imagenes de la izquierda) y Musico (tercera

imagen desde la izquierda). (b) Pichén de Tordo Renegrido de 8 dias de edad con 20 larvas de Philornis sp.

proveniente de un nido de Calandria Grande que fue traslocadoa un nido de Musico. La imagen a la izquierda es
el pichdén antes de introducirlo al nido de Musico donde se observan las larvas y la imagen a la derecha es del
mismo pichdn 24hs después de la traslocacidon donde se ven las marcas de remocidn de la cabeza y no seven las

larvas del ala izquierda (evidencia indirecta). (c) secuencia de remocion de larvas. Fotos: Cynthia Ursino.
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Figura 7.4. Porcentaje de tiempo que invierten los Musico acicalando a los pichones respecto del tiempo
que estan dentro del nido en nidadas parasitadas(1)yno parasitadas (0) con Philornis sp. para los dias a)
4y b) 8 de edad de los pichones. Los nimeros sobre las cajas representan el nUmero de muestras.

cuerpo de cada pichdon dandolo vuelta y moviéndole a las con su pico. Incluso, realizd esta

busqueda en la cdmara y paredes del nido.

Los Musicos dirigieron este comportamiento a las 3 especies sin mostrar preferencias por
alguna de ellas. Como evidencia directa del comportamiento de remocién de larvas, se
filmaron los 5 nidos en donde se traslocaron los pichones con larvas (1 Mdusico, 1 Tordo
Pico Corto y 2 Tordo Renegrido) y los 2 nidos donde los pichones tenian larvas (nidadas
parasitadas). En 3 de estas filmaciones, se observd claramente que los Musicos
removieron las larvas de los pichones con su pico (Figura 7..c). La remocién de las larvas
observadas en los videos corresponden a: 1) un pichén de Tordo Renegrido con mas de 18
larvas proveniente de un nido de Calandria que fue traslocado a un nido de Musico a los 8

dias de edad, 2) un pichdn de Tordo Renegrido con 15 larvas proveniente también de un
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Tabla 7.2. Medidas de crecimiento de pichones de Musico, Tordo Pico Corto y Tordo Renegrido en nidos

infestados y no infestados. Las tasas de crecimiento (peso y tarso) fueron estimadas como la pendiente
de una regresion lineal para pichones de entre 2 y 8 dias de edad (dia O = dia de eclosidn).

Especie Variables Nido Nidos no Prueba de
(n) de crecimiento infestados  infestados Mann-Whitney
Peso (g x dia™) 3,8+0,1 3,7+0,2 w=111,p=0,82
Mdsi
(‘;Sl')co Tarso(mm x dial)  2,3+0,1  2,4+0,1 w = 150, p = 0,20
Peso dia 8 (g) 30,2+0,6 29,7+0,8 w =67, p=0,98
P | _ —
Tordo Pico Tasa (g dia™) 4,7+0,2 4,5+0,3 w=11,p=0,54
Corto  Tarso(mm x dia™) 2,4+0,2 2,2+0,2 w=11, p=0,54
(11) Peso dia 8 (g) 399+1,7 33,6 1,6 w =25, p=0,06
ia? + +
Tordo Tasa (g dia™) 59+0,3 5,9+0,5

Renegrido Tarso (mm x dia™) 3,004 2,7+0,4
() Peso dia 8 (g) 38,0+1,9 41,4+1,8

nido de Calandria traslocado a un nido de Mdusico a los 2 dias y 3) un pichén de Tordo Pico
Corto proveniente de un nido de Musico que fue traslocado durante 24 hs a un nido de
Ratona comun donde los pichones tenian larvas y luego fue devuelto a su nido de origen.
En todos los casos, los Musicos comenzaron a sacar las larvas pocos minutos después de la

introduccion del pichén en el nido (Figura 7..c).

7.3.1 Efecto del parasitismo de Philornis sp.

Los pichones de Musico y Tordo Pico Corto de los nidos infestados con Philornis sp no
mostraron diferencias en el crecimiento respecto de los pichones provenientes de nidos
no infestados (Tabla 7.2). No se observaron muertes ni reduccion de nidada a causa de la

infestacion en los 29 nidos de Musico donde se registrd parasitismo.
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7.4 Discusion

La prevalencia del parasitismo de Philornis sp. en nidos de Musico fue mayor al 50% en las
temporadas reproductivas 2012-2013 y 2013-2014. Se observaron eventos de parasitismo
a lo largo de toda la temporada reproductiva, lo que sugiere que la temporada
reproductiva del Musico se superpone completamente con la de Philornis sp. en el drea de
estudio. Ademds, el niumero de nidos parasitados aumentd con la cantidad de nidos
disponibles a lo largo de la temporada reproductiva. Estos resultados apoyan la hipdtesis
de que el Musico es un hospedador comun de la mosca Philornis sp. La prevalencia de
parasitismo de la mosca Philornis sp. observada en los nidos de Musico en este trabajo, se
encuentra dentro de los reportes mas altos de los trabajos realizados tanto en la zona del
Espinal como de la Provincia de Buenos Aires en otros hospedadores (Couri et al., 2005;
Rabuffetti y Reboreda, 2007; Quiroga, 2009; Antoniazzi et al., 2011; Segura y Reboreda,
2011; Quiroga y Reboreda, 2012; Dominguez et al., 2014; lbafiez et al., 2015). En los
trabajos realizados en la misma zona de estudio en otros hospedadores, la prevalencia fue
menor: 39% en la Calandria Grande (Rabuffetti y Reboreda, 2007) y 25% en el Cardenal
Comun, Paroaria coronata (Segura y Reboreda, 2011). De todas maneras, para estas
comparaciones habria que tener en cuenta que los primeros eventos de ectoparasitismo
reportados (entre fines de noviembre y diciembre) son mas tardios que el comienzo de la
temporada reproductiva de estos hospedadores -entre septiembre y octubre- (Rabuffetti
y Reboreda, 2007; Segura y Reboreda, 2011). Por lo tanto, en estos hospedadores los
primeros intentos reproductivos de la temporada escapan del parasitismo de Philornis sp.
Por el contrario, la temporada reproductiva de los Mdusicos es mas tardia (entre
noviembre y marzo), razon por la cual los primeros pichones ya estan expuestos al riesgo
de ser parasitados. Si se toma la prevalencia entre diciembre y febrero, en nidos de
Calandria Grande el parasitismo varié entre un 40 y 60 % (Rabuffetti y Reboreda, 2007) y
en Cardenal Comun entre un 45 y 70 % aproximadamente (Segura y Reboreda, 2011).
Estos numeros son semejantes o mayores a los observados en Musico en este trabajo.

Contrariamente, Fraga (1984) reporté una prevalencia del 18,2% en nidos de Musicos a
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200 km al oeste del sitio de estudio pero a la misma latitud. Esta diferencia podria deberse
a variaciones en las condiciones ambientales entre sitios o entre afios en un mismo sitio.
La temperatura y las lluvias anuales han sido propuestos como factores ambientales que

influyen en las densidades de las moscas (Dudaniec et al., 2007; Antoniazzi et al., 2011).

Pese a que la prevalencia de Philornis sp. en los nidos de Musico fue alta, la intensidad de
parasitismo por pichdon fue menor a la observada en otros hospedadores (21,3 y 12,8
larvas por pichon en Calandria Grande y Ratona comun, respectivamente; Couri et al.,
2005; Quiroga etal., 2012). Estas diferencias podrian deberse a variaciones en las
condiciones ambientales (Antoniazzi et al., 2011) o a alguna defensa de los Musicos que
podria estar reduciendo la infestacién. Por ejemplo, los adultos podrian remover los
huevos o larvas presentes en el material del nido antes de que penetren en los pichones, o
atacar a la mosca cuando entra al nido para oviponer. Pese a que se necesitan mas datos
para corroborar esta hipdtesis, es interesante sefialar que en las filmaciones realizadas se
observa claramente que los Musicos también inspeccionan activamente el material del
nido con su pico cuando acicalan a los pichones. En filmaciones anteriores realizadas en
etapa de pre-puesta y puesta se observaron ocasionalmente moscas ingresando al nidoy
posandose en el piso de la cdmara del mismo pero no se observé ningiin comportamiento
agresivo ni de limpieza del nido por parte del adulto que se encontraba dentro del nido en

esta etapa del ciclo de nidificacion (C. Ursino, observacion personal).

La intensidad de parasitismo en el Musico es similar a la reportada para el Cardenal
Comun, que fue de 6-7 larvas por pichdn (Segura y Reboreda, 2011) en una zona situada a
20 km al sur de la zona de estudio, y para el Estornino Pinto (Sturnus vulgaris), que fue
estimada en 6,9 larvas por pichén en la provincia de Buenos Aires a 50 km al oeste del
sitio de estudio (lbafiez et al., 2015). Resulta llamativa la diferencia en intensidades de
parasitismo entre hospedadores de Philonis sp. Esto puede deberse a una preferencia de
la mosca por ciertos hospedadores o sus nidos, o a comportamientos del hospedador que
podrian reducir la carga parasitaria. Quiroga et al. (2012) mostraron que Philornis seqguyi

usa como clave olfatoria el material del nido y que prefiere los materiales secos de los
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nidos de Ratona Comun respecto al material verde de los nidos de lJilguero (Sicalis
flaveola). Por este motivo, es posible que el material del nido influya en la carga
parasitaria, aunque esta idea no ha sido explorada en detalle hasta el momento. Tanto el
Musico como el Cardenal usan principalmente material seco en sus nidos (Segura y
Reboreda, 2011; C. Ursino observaciones personales) pero no hay estudios realizados
sobre su composicion y su efecto sobre los parasitos del nido. El Estornino Pinto es
conocido por agregar material verde a su nido, el cual fue descripto como efectivo para
disminuir la carga de ectopardsitos y de bacterias (Clark y Mason, 1985; Fauth et al.,
1991) en sus nidos y pichones. Los trabajos que estudiaron el efecto del material del nido
fueron realizados en su area de distribucion original y no hay estudios que evaluen si el
Estornino Pinto usa materiales semejantes para realizar el nido en la zona del Neotrdpico

gue invadié recientemente.

El parasitismo de Philornis sp. parece ser costoso para las aves. Se han descripto efectos
negativos sobre el crecimiento y la supervivencia de los pichones en numerosos
hospedadores (Arendt, 1985a, 1985b; Dudaniec y Kleindorfer, 2006; Fessl et al., 2006;
Rabuffetti y Reboreda, 2007; Ibafez et al., 2015). Estos efectos negativos pueden variar
desde una menor tasa de crecimiento (Dudaniec y Kleindorfer, 2006; Fessl et al., 2006;
Rabuffetti y Reboreda, 2007; Segura y Reboreda, 2011; Quiroga y Reboreda, 2012) o
menor cantidad de células rojas (Dudaniec et al., 2006) hasta una reduccion del éxito
reproductivo de los padres como resultado de la muerte de los pichones (Dudaniec y
Kleindorfer, 2006; Fessl et al., 2006; Rabuffetti y Reboreda, 2007; Segura y Reboreda,
2011; Quiroga y Reboreda, 2012). Tales efectos letales y subletales del parasitismo no han
sido detectados en los nidos de Musico que tuvieron larvas. La explicacion mas probable
para esto es la rapida remocién de las larvas por parte de los padres, que impide que las
larvas se desarrollen mds alld de un corto periodo de tiempo en los pichones. Este
Capitulo documenta por primera vez de manera directa este comportamiento propuesto
por Fraga (1984) a partir de evidencias indirectas, que no ha sido reportado hasta ahora
en otros hospedadores de Philornis sp. Es posible que este comportamiento de

acicalamiento esté influenciado por la deteccién de moscas o larvas en el nido, dado que
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los padres de nidos infestados pasaron al final del ciclo de nidificacién mas tiempo

acicalando e higienizando el nido que los padres de nidadas no parasitadas.

El comportamiento de remocion de larvas en el MUsico ¢es una verdadera defensa anti-
parasitaria? Si es asi, deberia haber evolucionado como una adaptacién especifica en
respuesta a los costos impuestos por las larvas. Sin embargo, también podria constituir
una exaptacién del comportamiento de acicalamiento y limpieza de nido.
Independientemente del camino evolutivo que haya llevado a este comportamiento,
parece ser ventajoso en las condiciones actuales tanto para el Musico como para sus
pardsitos de cria. Otros estudios en la misma area mostraron que tanto el Tordo
Renegrido como el Pico Corto sufren una alta mortalidad producto del parasitismo de esta
mosca cuando crecen en nidos de hospedadores que no presentan este comportamiento
de remocion de larvas (Rabuffetti y Reboreda, 2007, De Marsico y Reboreda, 2008).
Lamentablemente, no es posible realizar un experimento para conocer los costos de no
remover las larvas en los nidos de Musico, ya que la remocién ocurre en el 100% de los
nidos infestados. Sin embargo, se puede suponer que, dada la prevalencia de Philornis sp.
en los nidos de Musico y los costos observados en hospedadores de tamafio similar
(Segura y Reboreda, 2011), el impacto sobre el crecimiento de los pichones podria ser
significativo si los adultos no removieran las larvas. La presion del parasitismo podria ser
menor en aquellos hospedadores cuya temporada reproductiva comienza antes de que
aparezcan las primeras larvas de Philornis sp., ya que los primeros intentos reproductivos
ocurren en ausencia de parasitismo, o en aquellos cuya distribucidon geografica se
superpone solo parcialmente con la de la mosca. Por el contrario, en el Musico el
parasitismo de Philornis sp. estad presente a lo largo de toda la temporada reproductiva y
en toda la distribucion geografica. Esto podria haber provocado un costo muy alto y
ejercido una fuerte presion de selecciéon que favorecié que un comportamiento tan

ventajoso como el de la remocidn de las larvas se fijara rapidamente en la poblacién.

éLos Tordos se benefician de este comportamiento? Los resultados de este Capitulo

muestran que el Musico acicala a todos los pichones presentes en el nido. Se observaron
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tanto evidencias indirectas como directas de que remueven larvas de las tres especies que
pueden co-habitar en el nido de este hospedador. Dos de los principales hospedadores del
Tordo Renegrido en el area de estudio tienen reportes de parasitismo de Philornis sp. con
efectos letales y subletales para pichones del hospedador (Rabuffetti y Reboreda, 2007;
Quiroga y Reboreda, 2012) y para pichones de Tordo Renegrido en nidos de Calandria
Grande (Rabuffetti y Reboreda, 2007). Ademds, datos obtenidos en el marco de otro
proyecto (De marsico, datos no publicados) indican que los pichones de Tordo Pico Corto
sufren efectos subletales por Philornis sp. cuando son traslocados a nidos de Calandria
Grande y Ratona Comdun. Por lo tanto, ambos pardsitos parecen beneficiarse por la
presencia del comportamiento de remocién de larvas del Musico. Sin embargo, dado que
el Todo Renegrido tiene una muy baja supervivencia en la etapa de volantones, el
beneficio en la etapa de pichones no supera al alto costo de ser discriminado en la etapa
de volantones. Fraga (1984) propuso que el beneficio de la remocion de larvas podria
haber favorecido el alto grado de especializacién del Tordo Pico Corto por el Musico. Si
esta hipodtesis fuese correcta, la supervivencia del Tordo Pico Corto seria mayor en nidos
de Musico que en sus otros hospedadores a pesar del parasitismo de Philornis sp. Los
otros dos hospedadores usados con éxito por el Tordo Pico Corto son el Pecho Amarillo
(Pseudoleistes virescens) y el Chopi (Gnorimopsar chopi). Para el Pecho Amarillo no se ha
reportado, hasta el momento, parasitismo de Philornis sp. Esto puede deberse a que la
especie no es un hospedador elegido por Philornis sp. o porque los estudios mas
detallados de su biologia reproductiva fueron realizados al sur de la distribuciéon mas
austral de la mosca (Mermoz y Fernandez, 2003). El Chopi es un hospedador de la mosca
(Cansi, 2011) pero no se conoce el impacto del parasitismo sobre esta especie. El éxito
reproductivo del Tordo Pico Corto es similar en Chopi y Musico en el Norte argentino (Di
Giacomo y Reboreda, 2015). Por lo tanto, si se compara la supervivencia del pichdn de
Tordo Pico Corto en nidos de Musico y de sus hospedadores alternativos, no queda claro
si el comportamiento de remocion de larvas es beneficioso. Son necesarios mas estudios
para poner a prueba esta hipdtesis. De todas maneras, el comportamiento de remocién

de larvas, si es beneficioso para el pichdn parasito en su hospedador principal.
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En conclusion, el Musico remueve las larvas de Philornis sp. de los pichones propios y de
ambas especies parasitas. Este comportamiento es efectivo para evitar los potenciales
efectos negativos de uno de los ectoparasitos mas comunes del Neotrdpico que genera

pérdida de nidadas en paseriformes.
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8 Discusion General

El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar el efecto de dos especies de aves
pardsitas de cria sobre el comportamiento de cuidado parental, la dinamica del grupo
social y la competencia entre las crias en el Musico. Teniendo en mente ese objetivo, en
este ultimo Capitulo se proporciona un breve resumen de los principales aportes de esta
Tesis y se plantean algunas preguntas que surgieron en el transcurso de su desarrollo y
gue podran serabordadas en futuros trabajos. En lineas generales, esta Tesis se centrd en
distintos aspectos del comportamiento de cuidado parental del Musico en relacién con el
parasitismo de cria. En particular, se traté de caracterizar el sistema social de esta especie
mediante el andlisis de datos genéticos y de evaluar si la presencia de pichones parasitos
en el nido afecta el comportamiento alimentario y de acicalamiento de pichones. Por otro
lado, se explord desde el punto de vista de los pichones parasitos, como el Tordo Pico
Corto y el Tordo Renegrido logran manipular el esfuerzo parental del hospedador en su

propio beneficio usando distintas estrategias.

La primera etapa de esta Tesis tuvo como objetivo obtener informacidon bdsica de la
dindmica social del Musico a través de estudiar el sistema de apareamiento genético y las
relaciones de parentesco entre los ayudantes del nido y la pareja reproductiva. Los
Musicos han sido descriptos como mondgamos sociales y el sistema de apareamiento
genético coincidié en parte con el social pero también se encontraron por primera vez
evidencias de fertilizaciones por fuera de la pareja. Un 10% de los pichones provenientes
del 34% de los nidos de la poblacién estudiada fueron el resultado de cépulas por fuera de

la pareja. Dado que el cuidado parental en los nidos de Musico no esta a cargo solamente
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de la pareja reproductora, la paternidad por fuera de la pareja podria entenderse como un
beneficio directo de los ayudantes si ellos fuesen los responsables de estos eventos. Por el
contrario, si los ayudantes no estan involucrados, entonces las fertilizaciones por fuera de
la pareja podrian implicar un costo extra dado que disminuyen el parentesco promedio
entre ellos y las crias a las que proveen cuidado parental. Los andlisis mostraron
evidencias de que el 50% de los ayudantes son hijos machos de la pareja reproductora y
hermanos completos de los pichones del nido. Esto sugiere que los ayudantes estarian
recibiendo beneficios indirectos y que la cria cooperativa en esta especie podria estar
mantenida, al menos en parte, por seleccion de parentesco. Sin embargo, esta hipdtesis
requiere ser estudiada en profundidad. Por ejemplo, seria importante evaluar si estos
ayudantes realmente incrementan la produccion de crias emparentadas a través de
mejorar el éxito reproductivo de sus padres. Sorpresivamente, el otro 50% de los
ayudantes no estuvo relacionado con ninguno de los miembros de la pareja y no fueron
responsables de la paternidad/maternidad por fuera de la pareja. Este resultado indica
gue podria haber otro tipo de beneficios directos para estos ayudantes, tales como el
acceso a recursos dentro del territorio o reciprocidad en la ayuda. En tal sentido, este
estudio abre la puerta a la pregunta ¢épor qué ayudar en los nidos de Musico? Los
resultados obtenidos sugieren que no hay una Unica respuesta a esta pregunta, lo que
genera nuevos interrogantes acerca de este interesante sistema social. Algunas de las
lineas que deberian ser exploradas en un futuro cercano son: 1) ¢cudl es el beneficio para
la hembra reproductiva de obtener cépulas por fuera de la pareja?, 2) équiénes son los
beneficiarios de las cdépulas por fuera de la pareja?, 3) équé beneficios reciben los
ayudantes no emparentados por cooperar? y 4) icambia la contribucién relativa de los
ayudantes en el nido en funcidn del parentesco con la pareja reproductora? Responder
estas preguntas ayudarda a comprender mejor las fuerzas selectivas que mantienen la cria

cooperativa en esta especie.

El segundo punto abordado en la Tesis buscé conocer el efecto del parasitismo de Tordo
Pico Corto y Tordo Renegrido sobre el cuidado parental en el Musico. Los resultados

muestran que la presencia de un pichdén parasito de la misma edad que los pichones del
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hospedador, independientemente de su especie, no induce mayores niveles de cuidado
parental por parte de los Musicos que el que se observa en una nidada no parasitada. Si
bien ambos parasitos presentan despliegues de pedido de alimento exagerados vy, hacia el
final del ciclo de nidificacidon, tamanos corporales ligeramente mayores que los pichones
del hospedador, esto no se refleja en un aumento del cuidado parental, medido como la
tasa de entrega de alimento al nido y el nimero de individuos que contribuyen en esta
tarea. A priori, estos resultados resultan llamativos ya que se espera que los pichones
pardsitos estén adaptados para manipular el comportamiento del hospedador en su
propio beneficio, mostrando un comportamiento "egoista" y demandando una mayor
cantidad de alimento que los pichones del hospedador. El hecho de que los Musicos no
hayan entregado mas alimento a las nidadas parasitadas que a las no parasitadas con el
mismo numero de pichones puede deberse a que las sefiales que despliegan los pichones
parasitos son insuficientes para estimular a este hospedador, o bien porque bajo las
condiciones experimentales la cantidad de alimento entregada fue suficiente para
satisfacer la demanda de las nidadas parasitadas. A la luz de estos resultados, se decidio
explorar la capacidad de los pichones pardsitos para estimular el cuidado parental en este
hospedador mediante sus llamados de pedido de alimento y para competir por el

alimento entregado al nido.

Entonces, el siguiente tema abordado apunté a evaluar el efecto de las vocalizaciones de
pedido de alimento de los pichones de Musico, Tordo Pico Corto (similares a las del
hospedador) y Tordo Renegrido (distintas a las del hospedador) sobre el comportamiento
de entrega de alimento (Capitulo 5). Los principales resultados fueron que los llamados de
Musico y Tordo Pico Corto estimularon tasas de entrega de alimento similares entre si y
que en el tratamiento control (sin Ilamados), y que no se encontraron diferencias en la
respuesta entre los llamados de Tordo Renegrido y el control. Estos resultados sugieren
una preferencia del MUsico por ciertas sefales acusticas especie-especificas y diferencias
entre los pichones de Tordo Pico Corto y Tordo Renegrido en su capacidad para explotar
esa preferencia del hospedador a través de sus vocalizaciones. Estos hallazgos son

consistentes con observaciones en la etapa de volantones que indican una preferencia de
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los Musicos por las vocalizaciones de los volantones de Tordo Pico Corto, pero no de
Tordo Renegrido, lo que sugiere que las claves acusticas juegan un papel importante en la
discriminacion hacia crias no miméticas en esta etapa. La respuesta diferencial del Musico
hacia llamados miméticos y no miméticos de los de sus propias crias es uno de los
resultados mds novedosos de esta Tesis, y pone en evidencia posibles diferencias entre los
parasitos especialistas y generalistas en los mecanismos a través de los cuales manipulan
el comportamiento del hospedador en su propio beneficio. Pese a que los llamados de
Tordo Renegrido no estimulan la entrega de alimento tan bien como los de Tordo Pico
Corto y Musico, no se encontraron evidencias de discriminacion en contra de los pichones
de Tordo Renegrido antes de que dejen el nido. Probablemente, la falta de discriminacién
en este estadio se deba al menos en parte a limitaciones en el reconocimiento de los
pichones dentro de los nidos cerrados que usa el Musico. Otra posibilidad es que la
discriminacidon no sea evidente mientras el pichdon pardsito estda acompafiado por los
pichones del hospedador que exhiben las sefiales apropiadas para estimular el cuidado
parental. Esta hipotesis podria explorarse en el futuro a través de experimentos en los que
se compare la tasa de entrega de alimento entre pichones de Tordo Renegrido solos y en
presencia de pichones del hospedador. Un tema a seguir investigando en el futuro es si la
similitud vocal entre el Tordo Pico Corto y el Musico en la etapa de pichones es
simplemente una consecuencia de presiones de seleccion que actuan en la etapa de
volantones, o si hay una ventaja adaptativa de dicha similitud también en la etapa de

pichones.

El ultimo Capitulo de la Tesis referido al comportamiento de entrega de alimento del
Musico en relacion con el parasitismo de cria se enfocé en cédmo se distribuye el alimento
entre los pichones una vez que los adultos tomaron la decisidon de acarrearlo al nido. Al
estudiar la distribucion de alimento, se observd que los pichones de Tordo Pico Corto y
Tordo Renegrido obtuvieron una proporcion de alimento mayor a la esperada por azar
tanto en un estadio temprano como tardio de la etapa de pichones. Estos resultados
sugieren que ambos parasitos fueron los competidores mas fuertes del nido, aunque esto

no tuvo un impacto apreciable sobre el crecimiento de los pichones del hospedador en las
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nidadas parasitadas. Al comparar la habilidad competitiva de los pichones pardsitos con Ia
del pichén de Musico de mayor tamafio en las nidadas no parasitadas, no se observaron
diferencias con el Tordo Pico Corto pero si con el Tordo Renegrido, que recibido mayor
cantidad de alimento en promedio que el Musico mds grande. Esto lleva a pensar que el
costo de criar un pichdn del pardsito especialista de la misma edad equivale en términos
de cuidado parental a un pichdon del hospedador, aunque el pichén parasito tenga un
tamafo un poco mayor. Por otro lado, el pardsito generalista mostré una mayor habilidad
competitiva ya que, si bien no logré estimular una mayor tasa de entrega de alimento al
nido, logré imponerse en la competencia por alimento dentro de la nidada, lo que podria
ser el resultado de la intensidad de los despliegues y la interferencia fisica entre los
pichones. Dado que las nidadas parasitadas con Tordo Renegrido no reciben mas alimento
que las no parasitadas y las parasitadas por el Tordo Pico Corto, y que el Tordo Renegrido
recibe una proporcién de alimento mayor que el pichdén de Musico mas grande, seria
esperable observar un efecto negativo del parasitismo sobre el crecimiento de los
pichones del hospedador. Sin embargo, los datos no mostraron tal efecto. Una posible
explicacion es que en el disefio experimental se controlé tanto el tamano de la nidada
como el grado de sincronia en el nacimiento entre los pichones parasitos y los del
hospedador. Puede ser que en los nidos donde el pichén de Tordo Renegrido nace un dia
antes que los pichones de Musico (escenario comun ya que sus huevos necesitan un dia
menos de incubacion), el efecto del parasito sobre los demdas pichones sea mayor. Esto es
lo que se ha observado en estudios previos donde no se controlé el tamaiio y la
sincronizacion de la eclosién y la presencia de un Tordo Renegrido en la nidada estuvo

asociada a una menor supervivencia de los pichones de Musicos.

En conjunto, los resultados obtenidos de los andlisis del cuidado parental y la competencia
sugieren que ambos parasitos parecen diferir en la forma de manipular a este
hospedador. La estrategia del Tordo Pico Corto parece ser “pasar desapercibido”
mimetizdndose con el hospedador. Parece ser un pardsito que no le genera mayores
costos a su principal hospedador en términos de cuidado parental en la etapa de

pichones. En cambio, el Tordo Renegrido, no logra “sintonizar” adecuadamente en la
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comunicacion acustica con este hospedador, pero aun asi es capaz de obtener suficiente
cuidado parental para llegar a la etapa de volantones. La estrategia de este parasito
parece ser exhibir comportamientos “todo terreno” que puede usar para explotar el
cuidado parental de especies completamente diferentes, con mayor o menor éxito. En el
Musico, puede ser que los pichones de Tordo Renegrido estén compensando su déficit
visual y acustico con despliegues exagerados, que le terminan proporcionando una
cantidad adecuada de alimento al competir eficazmente con los pichones del hospedador.
Como se menciond anteriormente, queda por ver si un pichdn de Tordo Renegrido criado
en solitario en el nido de Musico consigue la misma cantidad de alimento que
acompafiado por otros pichones del hospedador. Esto permitiria comprender mejor la
importancia de imitar sefiales especie-especificas del hospedador para el éxito de los

pichones parasitos.

En el dltimo Capitulo de esta Tesis se abordd otro aspecto del cuidado parental del Musico
gue habia sido propuesto como uno de los motivos que lo hace un hospedador preferido
del Tordo Pico Corto: la remocién de la larva de la mosca Philornis sp. Esta larva es un
ectoparasito que puede afectar el crecimiento y supervivencia de pichones de numerosas
especies de aves passeriformes del Neotrdpico. Este trabajo muestra que el 57% de los
nidos de Musico presentaron ectoparasitismo de Philornis sp., por lo que se podria
clasificar a esta especie como un hospedador frecuente. La intensidad de parasitismo fue
similar a la observada en otros hospedadores de la zona de estudio, pero no se detectaron
efectos letales ni subletales por la presencia de Philornis sp. en el nido. Esto se puede
atribuir al comportamiento de los adultos de Musico que remueven las larvas del cuerpo
de los pichones cuando éstas se encuentran en un estadio temprano de desarrollo. En
este trabajo se presenta la primera evidencia directa de este comportamiento, que no ha
sido descripto en otras aves hasta el momento. Asimismo, se confirmé que la remocién de
las larvas es dirigida a todos los pichones presentes en el nido, por lo cual los pichones
pardsitos también se benefician de este comportamiento (en otros hospedadores los

parasitos mueren o ven afectado su crecimiento por el parasitismo de Philornis sp.).
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En sintesis, esta Tesis aporta el estudio mas detallado realizado hasta el momento del
efecto del parasitismo de Tordo Pico Corto y Tordo Renegrido sobre el cuidado parental
del Musico, asi como nuevos datos sobre el sistema social del Musico y su inusual defensa
frente a las larvas de Philornis sp. Cada uno de los Capitulos plantea a su vez nuevos
interrogantes acerca de las interacciones pardsito-hospedador y las relaciones entre cria
cooperativa y parasitismo en este sistema. Por ejemplo, entender cuando, como y por qué
se reclutan los ayudantes en el nido y de qué manera su contribucion influye sobre el éxito
reproductivo del hospedador y de los pardsitos, puede mejorar nuestra comprension de
los factores que han favorecido la evolucién de la cria cooperativa en aves. Por otro lado,
continuar con el estudio de la respuesta del hospedador frente a distintas sefiales de los
pichones parasitos servird para entender mejor las estrategias de los tordos para explotar
el cuidado parental en general, y la evolucién del mimetismo en el Tordo Pico Corto, en

particular.

“Such an adaptive resemblance could not of course exist if it laid its
eggs in the nests of more than one species,anditis certainly a circumstance
eminently favourable to preservation. Then, there not being any such
incongruity and unfitness as we find in nests into which other parasites
intrude there is no reason here to regard the fosterparents affection as blind
and stupid; the similarity being close enough to baffle the keenest sagacity.
Nor can the instinct here appear in the light of an outrage on the maternal
affection; for the Young M. rufoaxillaris possesses no advantage over its
foster-brothers. It is not endowed with greater strength and voracity to
monopolise the attentions of the foster-parent or to eject the real offspring;
but being in every particular precisely like them, it has only an equal chance
of being preserved. To this wonderful parasitical instinct we may well apply
Darwin's words, when speaking of the architecture of the hive-bee: ‘Beyond
this stage of perfection natural selection could not lead’."

W. H. Hudson, 1922
BIRDS OF LA PLATA
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