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Introduccioén

Segun el concepto biologico las especies son grupos de poblaciones que se
reproducen entre si y que estan reproductivamente aisladas de otros grupos
similares (Mayr, 1963). Dicho aislamiento se da mediante mecanismos de
aislamiento reproductivo, pre-cigéticos y post-cigéticos, que actian antes o
después de la fertilizacién, respectivamente (Coyne & Orr, 1998), y disminuyen

la probabilidad de generar descendencia entre individuos de distinta especie.

El estudio del aislamiento sexual entre especies cercanamente emparentadas se
enfoca principalmente en las preferencias de apareamiento tanto de hembras
(Ryan & Wagner, 1987; Conte & Schluter, 2013) como de machos (Roberts &
Mendelson, 2017), ya que se consideran mecanismos de aislamiento
reproductivo (Coyne & Orr, 1998) al impedir o facilitar el flujo genético. Sin
embargo, otros comportamientos como las interacciones competitivas entre
machos pueden influir en el mantenimiento del aislamiento reproductivo, (Nevo
et al., 1975; Seehausen & Schluter, 2004; Vallin et al, 2012a; Dijkstra & Border,
2018) al favorecerlo (Vallin & Qvarnstrom, 2011; Zhou et al., 2015) o impedirlo
(Bronson et al.,, 2003). Una de las maneras de favorecer el aislamiento
reproductivo y la diversificacion, es mediante la segregacion espacial por
competencia, ya que, en general, el aislamiento geografico facilita la especiacion
(Coyne & Orr, 1998). En roedores del género Spalax, se propuso la que agresién
interespecifica determinaria la distribucién parapéatrida mediante segregacion
espacial de las especies emergentes, y que entonces, la agresion interespecifica
reforzaria su identidad actuando como un mecanismo de aislamiento pre-
apareamiento (Nevo et al., 1975). Un escenario similar esta documentado para
las aves del género Ficedula: F. hypoleuca prefiere ambientes de follaje caduco
en los que presenta alta propension a hibridar. Sin embargo muestra dificultades
para establecer territorios en ambientes habitados por F. albicollis, que mediante
competencia lo desplazé a territorios con follaje no caduco, en los cuales el
riesgo de hibridacién disminuye (Vallin & Qvarnstrom, 2011). De esta manera se
estaria reforzando el aislamiento pre-apareamiento mediante la segregacion
espacial por competencia interespecifica. En peces, también se ha demostrado

gue la competencia entre machos puede facilitar el aislamiento reproductivo. En



el género Etheostoma se ha propuesto que la competencia entre machos es el
principal mecanismo de aislamiento reproductivo. En este caso, los machos son
mas agresivos con heteroespecificos, y ese comportamiento parece asegurar
gue las hembras se encuentren mas frecuentemente con machos
homoespecificos que con heteroespecificos (Zhou et al., 2015). El género
Gastrosteus presenta dos variantes de coloracion que influyen en la competencia
y en las preferencias de apareamiento. Los individuos de morfo negro suelen
ganar los encuentros frente a los de morfo rojo, desplazandolos territorialmente,
mientras el morfo rojo es preferido por todas las hembras para aparearse. Las
capacidades competitivas del morfo negro permiten desplazar a su competidor
por pareja a sitios alejados, y disminuyen las probabilidades de las hembras
homotipicas se apareen con el morfo rojo. De este modo, mediante la
segregacion espacial, los machos favorecen las barreras de aislamiento
reproductivas y facilitan la divergencia (Tinghitella et al., 2018). En ciclidos
también se ha propuesto a la competencia entre machos como un mecanismo
diversificador. Khoda (1998) propuso que la distribucién de tres especies del
género Petrochromis estaria mediada por el comportamiento agresivo y territorial
hacia los machos homoespecificos; y por su parte, Seehausen y Schluter (2004)
plantearon que la agresion hacia los machos homotipicos generaria un efecto de
seleccion negativa dependiente de frecuencia. En este contexto, las variantes
raras podrian ser favorecidas por la seleccion sexual y de este modo
establecerse, auspiciando la diversificacion (Seehausen & Schluter, 2004;
Qvarnstrom et al.,, 2012). En este caso, la competencia entre machos
estableceria escenarios que, en conjunto con la seleccibn de caracteres
sexuales, podria derivar en procesos de especiacion. Por su parte, Dijkstra y
Border (2018) plantean que la competencia puede facilitar la divergencia
actuando a varios niveles; ya que seria capaz de generar nuevas variantes
“raras” favorecidas por seleccion negativa dependiente de frecuencia. Ademas
proponen que la competencia puede mejorar el aislamiento reproductivo cuando
sus caracteres estdn bajo seleccién disruptiva, y por ultimo, que cuando las
especies ya se han establecido como especies independientes, la competencia

entre machos podria facilitar su coexistencia (Dijkstra & Border, 2018)



Por el contrario, la competencia interespecifica podria interrumpir la
diversificacion al promover el flujo génico entre especies. Por un lado, la
competencia entre machos puede propiciar el flujo génico al limitar las opciones
de parejas disponibles para la reproduccion; ya que cuando las hembras no
pueden elegir libremente, los apareamientos heteroespecificos se vuelven mas
comunes (Qvarnstrom et al.,, 2012). Las hembras ajustan su selectividad
dependiendo de la disponibilidad de parejas, y se vuelven menos selectivas
cuando disminuye la cantidad de potenciales parejas (Wirtz, 1999; Mullica, 1999,
Passos et al, 2014). Es frecuente que cuando una hembra pueda elegir, prefiera
al macho de su especie, sin embargo, en ausencia de machos homoespecificos
pueden aparearse con machos heteroespecificos (Wirtz, 1999). La competencia
puede reducir la disponibilidad de parejas debido a que es altamente costosa,
implica costos que van desde la pérdida de tiempo y energia hasta el riesgo de
lesiones y el aumento del riesgo de predacion (Marler & Moore, 1988; Jakobsson
et al., 1995; Briffa & Elwood, 2004; Qvarnstrom et al., 2012). También, se ha
propuesto que puede modelar cambios en la proporcion operacional de sexos
(Passos et al, 2014) afectando directamente la cantidad de machos disponibles
para reproducirse y generando un sesgo a la hora de la eleccion de pareja. Las
hembras de F. hypoleuca y F. albicollis prefieren parejas homoespecificas pero
cuando no estan disponibles, se aparean con heteroespecificos e incluso con
hibridos (Seetre et al., 1999). Vallin y colaboradores (2012a) proponen que la
competencia entre machos de estas especies es el principal responsable de la
hibridacion entre hembras de F. hypoleuca y machos de F. albicollis, ya que en
presencia de F. albicollis los machos de F. hypoleuca son desplazados de su
area preferida. A medida que aumenta la densidad de F. albicollis, también
aumenta el riesgo de hibridacion para las hembras de F. hypoleuca, que
demoran mas tiempo que los machos en dejar el area. Los investigadores
encontraron que, durante una estacion reproductiva, la mayoria de las hembras
gue permanecioé en area preferida se apare6 con machos heteroespecificos
(Vallin et al., 2012a). Sin embargo, el riesgo de hibridacion no aumenta solo para
las hembras de F. hypoleuca, sino que también aumenta para una variante de
sus machos. Los machos de esta especie presentan dos variantes de coloracion;
marron y negra. La variante negra es la mas desplazada por F. albicollis, que,

como hemos sefalado anteriormente, es segregada hacia territorios donde el
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riesgo de hibridacion disminuye (Vallin & Qvarntsrom, 2011). Por su parte, la
variante marron es menos desplazada por F. albicollis y puede mantenerse en
su territorio. La ausencia de la variante negra aumenta el éxito reproductivo de
la marrén, qgue ademas, esta en un territorio en el que tiene alta probabilidad de
hibridar con F. albicollis. En este caso, la exclusién del morfo negro por
competencia con F. albicollis, genera que la variante marron aumente el riesgo
de hibridacion y aumente el flujo entre esta variante de F. hypoleuca y F. albicollis
(Vallin et al., 2012b), a pesar de que, como ya se menciond, también favorece el
aislamiento entre estas especies cuando se trata de la variante negra (Vallin &
Qvarnstrom, 2011). Asimismo, en poecilidos (Poecilia reticulata) otro tipo de
competencia lleva a hibridaciéon al impedir que las hembras expresen sus
preferencias de apareamiento. Aunque las preferencias sexuales de las hembras
favorecerian la evolucion de barreras de aislamiento reproductivo entre
poblaciones, dichas barreras no se han establecido debido a que el
comportamiento “sneaky” de los machos impide la interrupcion del flujo génico
(Magurran, 1998).

Anteriormente, se presentaron casos en los que la competencia entre machos
de distinta especie impide que las hembras expresen sus preferencias de
apareamiento. Pero sin embargo, la competencia interespecifica puede llevar
también a una modificacién de las preferencias sexuales de las hembras aun
cuando hay parejas homoespecificas disponibles. Cuando dos especies
comparten recursos para el apareamiento y una de ellas es dominante, ya sea
porque exhibe superioridad en agresion, habilidades competitivas o tamafio, es
probable que ocurra hibridacion (Lipshutz, 2018). En el género Calopteryx, se ha
propuesto que la competencia entre machos altera las preferencias de eleccion
de las hembras debido a que afecta la calidad de territorio que los machos
pueden obtener, y crea asi un compromiso al elegir entre una pareja de alta
calidad o una pareja con un territorio de alta calidad (Tynkkynen et al., 2004).
Ademads, existen evidencias de que, en ocasiones, las hembras prefieren
aparearse con machos dominantes sin importar su especie. En las lagartijas del
género Podarcis los machos de un linaje del centro de ltalia poseen rasgos
exagerados que los vuelven dominantes en la competencia con machos de un

linaje del oeste europeo. Esto aumenta el éxito reproductivo de estos machos, y



provoca que aumente el nivel de hibridacion con las hembras del linaje opuesto
(MacGregor et al., 2016; While et al., 2015). Algo similar ocurre en ciclidos del
género Tropheus. En estos peces, los machos de color rojo dominan en los
encuentros diadicos frente a otros dos morfos, lo que influye en la preferencia de
apareamiento de todas las hembras aumentando la preferencia por el morfo rojo
y evitando que las hembras rojas se apareen con machos de otras variantes
(Sefc et al., 2015). Este tipo de comportamientos ocurre incluso en especies
mondgamas, como es el caso de los carboneros, Poecile atricapillus y P.
gambeli. En la zona de contacto entre estas especies, P. articapillus es
claramente dominante, y esto provoca que las hembras de P. gambelli tengan
una alta cantidad de apareamientos extra pareja con los machos de P.
articapillus; por el contrario, las hembras de P. articapillus casi no hibridan con
machos de P. gambelli (Grava et al., 2012).

Austrolebias como modelo

Los peces anuales habitan charcos temporales que se secan durante la
primavera y el verano. Mientras los charcos persisten, los peces se reproducen
mediante huevos resistentes a la desecacion que permanecen latentes en el
sustrato durante toda la temporada de verano. Al otofio siguiente, con la
formacion de nuevos charcos los embriones eclosionan, dando lugar a una
nueva generacion que rapidamente llega a la adultez y comienza su etapa

reproductiva (Berois et al., 2016) (Fig. 1).

El género Austrolebias incluye mas de 40 especies distribuidas en la cuenca
Parana-Plata y en el sistema de lagunas costeras Patos-Merin (Loureiro et al.,
2016). Austrolebias charrua y A. reicherti son especies hermanas de divergencia
reciente y distribucion parapatrida con una zona de contacto en la parte baja del
Rio Cebollati, Departamento de Treinta y Tres (Garcia et al., 2009). Ambas
especies presentan dimorfismo sexual, tanto en comportamiento como en
morfologia. El patron de coloracién de los machos es la diferencia morfologica
basica entre las especies (Loureiro, 2004), que se diferencian por el patron de
bandas verticales del cuerpo y la pigmentacidn de sus aletas impares; A. reicherti

se caracteriza por un patron de bandas oscuras delgadas sobre un fondo claro
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en sus flancos, y por tener las aletas dorsal y anal uniformemente pigmentadas;
mientras que las bandas oscuras de A. charrua son mas gruesas que las claras,
y sus aletas dorsal y anal presentan puntos claros en sus bases (Loureiro y
Garcia, 2008). Por su parte, las hembras de ambas especies son relativamente
similares entre si, marrones y sin pigmentos en sus aletas (Loureiro y Garcia,
2008) (Fig. 2).

Fig. 1. Charco temporal, donde habita A. charrua, en invierno (junio).



Fig. 2. Individuos adultos de A. charrua (izquierda) y A. reicherti (derecha), arriba
ejemplares de hembras mostrando su coloracién marrén y relativa similaridad. Abajo se
muestran machos, cuyo patron de bandas corporales y pigmentacion de las aletas
marca la diferencia entre las especies.

Por su parte, el dimorfismo sexual también se expresa mediante el
comportamiento reproductivo, que es similar en ambas especies, y que consta
de un cortejo durante el que la hembra tiene un rol evaluador mientras que el
macho desarrolla una serie de despliegues que implican movimientos corporales
y cambios en la coloracion corporal y disposicion de sus aletas (Garcia et al.,
2008). La seleccion sexual incide en la dinamica reproductiva de ambas
especies, mediante la eleccidén de pareja de las hembras y la competencia entre
machos (Passos et al., 2016). Mientras que los machos no discriminan entre las
hembras de ambas especies (Passos com pers), éstas muestran preferencia por
los machos de su propia especie (Passos, 2013) y en general prefieren a los
machos mas grandes (Passos et al., 2013). Aunque las hembras prefieren
machos homoespecificos, en la zona de contacto se encuentran individuos de
morfologia intermedia entre ambas especies que coincide con la de individuos
hibridos obtenidos en cautiverio, lo que evidencia que dichas especies hibridan
en la naturaleza (Passos, 2013). Aunque los cruzamientos heteroespecificos en
cautiverio producen descendencia viable y fértil, y en la zona de contacto se
encuentran “hibridos morfolégicos”, estudios en laboratorio evidenciaron
mecanismos de aislamiento pre y post-apareamiento (Passos, 2013). Por su

parte, el aislamiento post-apareamiento se manifiesta en que los individuos



hibridos presentan una performance reproductiva disminuida respecto a las
especies parentales ya que los huevos resultantes de cruzas entre hibridos y
retrocruzamientos dan lugar a peces adultos en menor proporcién que los
huevos de cruzamientos homoespecificos. (Passos, 2013). El aislamiento pre-
apareamiento se evidencia en que las hembras de ambas especies prefieren
aparearse con machos homoespecificos y esta preferencia es mas pronunciada
en las poblaciones provenientes de la zona de contacto que en las areas de
alopatria (Passos, 2013). Esto se ve reforzado por desplazamiento de caracteres
reproductivos, ya que se observa un aumento de la diferencia entre sus
caracteres sexuales de los machos (patrones de pigmentacién corporal) a
medida que se acercan a la zona de contacto (Passos, 2013). Esta caracteristica
provocaria que el aislamiento pre-apareamiento sea mayor en las areas de
contacto que en las zonas alopatridas, de modo de evitar asi la hibridacion. Sin
embargo, resta evaluar si la competencia entre los machos de ambas especies
afecta la dinamica reproductiva en la zona de contacto y por tanto influye en la

hibridacion.

En ambas especies la seleccion intrasexual se manifiesta mediante la
competencia entre machos y el establecimiento de jerarquias (Passos et al.,
2016). ElI comportamiento agresivo consiste en una serie de despliegues
locomotores alternados con ataques (Fabra, 2011; Passos et al., 2013, Passos
et al., 2016). El encuentro agresivo se desarrolla en tres etapas bien
diferenciadas.; el 1) pre-conflicto o etapa de evaluacion, en que los machos no
atacan pero realizan despliegues laterales o sigmoides; 2) conflicto, etapa que
se inicia con el primer ataque del encuentro y 3) resolucion o etapa de post-
conflicto caracterizada por el establecimiento de la dominancia. En esta ultima
etapa el macho subordinado disminuye su coloracién, repliega sus aletas y huye
frecuentemente, mientras el dominante intensifica su coloracion, despliega las
aletas y ataca (Fabra, 2011; Passos et al., 2013, Passos et al., 2016). Este
establecimiento de jerarquia estd mediado por el tamafio corporal siendo los
machos grandes quienes suelen dominar (Fabra, 2011; Passos et al., 2013,
Passos et al., 2016). Ademas, cuanto mas grande es la diferencia de tamafio

entre los oponentes, mas rapido se resuelve el conflicto (Fabra, 2011).
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Passos y colaboradores (2014) demostraron que la proporcion de machos de las
poblaciones naturales disminuye a medida que avanza la estacion reproductiva,
cambio propuesto como resultado de la intensa competencia entre machos, el
gasto energético de los despliegues de cortejo y posiblemente mayor tasa de
predacion debido a la coloracion. A su vez, este cambio en la proporcion sexual
se acompanfa de la disminucion de la selectividad de las hembras a medida que
avanza la estacion reproductiva: la marcada preferencia por los machos grandes
que muestran al inicio de la temporada, se pierde hacia el final (Passos et al.,
2014).

A pesar de las preferencias de las hembras hacia parejas homoespecificas, los
altos niveles de competencia entre machos plantean como interrogante si la
competencia y las interacciones agresivas entre los machos de ambas especies
afectan la dindmica reproductiva en la zona de contacto y por tanto influyen en

la hibridacion.

Objetivos
El objetivo general de este trabajo es estudiar el comportamiento agonistico entre
machos de A. charrua y A. reicherti y evaluar un posible efecto en la hibridacion

entre ambas especies.

Los objetivos especificos son: (1) evaluar el nivel de agresion interespecifica de
ambas especies, y (2) estimar si existe agresion diferencial hacia machos homo

y heteroespecificos.

En base al andlisis de dos tipos de experiencias se evalla la intensidad y
preferencia de la agresion en estas especies, intentando responder si hay una
diferencia en la agresividad, cudl especie es mas agresiva; y si despliega mas
agresion frente a hetero u homoespecificos. Mediante pruebas de interacciéon
diadica se evalla si la competencia interespecifica puede favorecer el flujo
génico mediante el enmascaramiento de las preferencias sexuales de las
hembras, y a través de pruebas de eleccion dual se espera responder si la
competencia entre ambas especies puede estar favoreciendo las barreras de

aislamiento pre-apareamiento al causar segregacion espacial.
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Existen multiples trabajos que demuestran la fiabilidad de los resultados
obtenidos al emplear encuentros diadicos (Fabra, 2011; Passos et al., 2013) y
pruebas de eleccién dual (Reyes, 2011; Passos, 2013; Passos et al., 2013;
Passos et al., 2014) en Austrolebias. Ademas, que exista un protocolo de cria
(Berois et al., 2016), el corto ciclo vital, el pequefio tamafio, y la facilidad de
manipulacion hacen de Austrolebias un modelo adecuado para el estudio

comportamental en laboratorio.
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Metodologia

Colecta y mantenimiento de ejemplares

Se utilizaron ejemplares adultos de A. reicherti y A. charrua colectados en
poblaciones parapatridas del Departamento de Treinta y Tres (Fig. 3), durante la
temporada reproductiva 2011. La colecta se realizé utilizando red manual, y los
peces fueron trasladados al acuario de Facultad de Ciencias. Los machos se
alojaron en acuarios individuales (20 x 9 x 15 cm., largo x ancho x altura) para
prevenir interaccion y establecimiento de jerarquias, y las hembras en acuarios
comunales (40 x 15 x 5 cm.), con un maximo de 5 hembras por acuario. Todos
los ejemplares fueron alimentados diariamente con Tubifex sp., y mantenidos en
condiciones de fotoperiodo natural y temperatura constante (19°C). Luego de ser

utilizados, los ejemplares formaron parte del stock de cria en cautiverio.

Fig. 3. Distribucion espacial de

Austrolebias reicherti (linea
¢ punteada) y A. charrua (linea
| entera). Los puntos representan las
| zonas de distribucion parapatrida
| (A. reicherti punto blanco, A. charrua
punto negro).

,L / Océano
. / Atlantico

&
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Actividades experimentales

Se realizaron dos tipos de experiencias relacionadas con los objetivos
especificos: (1) para evaluar si existe agresion diferencial hacia machos homo y
heteroespecificos se realizaron pruebas de eleccion dual sin contacto fisico entre
los individuos; y (2) para evaluar el nivel de agresién interespecifica se realizaron
pruebas de interaccion directa entre diadas de machos. Todos los ensayos se
realizaron en el laboratorio de la Seccion Etologia de la Facultad de Ciencias

bajo temperatura constante (19°C).

(1) Pruebas de eleccién dual:

El acuario experimental (40 x 20 x 20 cm.) (Fig. 4) consto de tres
secciones separadas entre si por tabiques verticales perforados, que
permitieron el paso del agua de una seccion a otra; se definieron asi dos
secciones laterales, de 5 cm. de largo, y una central de 30 cm. de largo.
Dentro de la zona central se hicieron marcas externas cada 10 cm.,
marcando asi dos zonas de eleccion en los extremos, y una zona neutral
en el centro. Las paredes laterales y posteriores fueron cubiertas con
plastico blanco a modo de evitar perturbaciones durante las experiencias.
En la zona neutral se dispuso un recipiente con turba a modo de territorio
con sustrato apto para la oviposicion y se colocé un macho (a ser macho
focal) y dos hembras, una de cada especie, durante 24hs, con el fin de
aumentar la motivacion de los machos. Luego, las hembras fueron
retiradas y se contuvo al macho focal en un prisma de acrilico opaco (10
x 10 x 20 cm.) en el centro del compartimiento durante 5 minutos. En ese
momento se colocaron los machos estimulo; un macho A. charrua de un
lado y un macho A. reicherti del otro, en orden aleatorio. Los machos
estimulo fueron elegidos visualmente similares entre si y de menor
tamano que los machos focales. Luego, se retir6 el acrilico contenedor del
macho focal y se videograbd su comportamiento durante 15 minutos. A
continuacion, se volvio a recluir al macho focal en el acrilico contenedor
durante otros 5 minutos, y los machos estimulos fueron intercambiados
de posicion. Una vez mas, se retir6 el acrilico contenedor y se videograbo

durante otros 15 minutos el comportamiento del macho focal.
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Se realizaron un total de 30 réplicas de este ensayo, en las cuales 15
machos focales fueron A. reicherti, y los otros 15 fueron A. charrua. Cada
diada de machos estimulo fue utilizada para evaluar el comportamiento
de un macho focal A. charrua y un focal A. reicherti. Al dia siguiente, cada
diada de machos estimulo fue utilizada para realizar las pruebas de
interaccion diadica.

Se registré la masa corporal y la medida del largo del cuerpo de los
machos estimulo y focales. Para la medicién de la masa corporal los
peces se retiraron del acuario y se los coloc6 sobre una hoja de papel
absorbente para retirar el agua superficial, inmediatamente fueron
colocados sobre una balanza digital de precision £ 0.01 g. Con el fin de
obtener la longitud corporal de los machos se los coloc6 sobre un vidrio
con una referencia métrica y se les tomé una fotografia de la que luego
se extrajeron las medidas. Utilizando el programa tpsDig232 se midi6 el
largo desde el margen anterior de la cabeza hasta el margen distal del
pedunculo caudal. Ademas se calcul6 la Condicién Corporal de Fulton,
gue se define como: K= 100 x (peso/largo?®).

(2) Interacciones diadicas:

En un acuario (40 x 20 x 20 cm.), cuyas las paredes se cubrieron de
plastico al igual que el acuario anterior, (Fig. 4) y que contuvo un recipiente
con sustrato apto para la oviposicién en el centro, se dispuso una diada
de machos acompafada de dos hembras, una de cada especie, y se
permitié la libre interaccion entre todos los individuos. Las hembras de
colocaron primero, y luego de un tiempo de aclimatacién se introdujeron
ambos machos al mismo tiempo. A continuacion, se registr6 mediante
videograbaciones los primeros 20 minutos, y una vez transcurrida la
primer hora de la interaccibn se registr0 el estado de
dominancia/subordinacién de la diada. Se realizaron 14 ensayos

utilizando solo una vez a cada ejemplar.
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Fig. 4. Acuarios experimentales para las pruebas de eleccién dual (a) e interacciones
diadicas (b). a. El acuario consto de tres secciones separadas por tabiques perforados
(gris oscuro). A su vez, la zona central se dividi6 mediante marcas externas (gris claro)
en dos zonas laterales de eleccidn (ZE) y una zona central neutra (ZN). En la ZN se
coloco6 un recipiente con turba y en cada ZE un macho estimulo. Homo: macho estimulo
homoespecifico; Hetero: macho estimulo heteroespecifico. b. El acuario, conteniendo
un recipiente con turba en el centro, alojé dos hembras y dos machos de cada especie,
a los que se le permitio la libre interaccion.

Variables y analisis estadistico

A partir de las videograbaciones de las experiencias se registraron las siguientes

variables:

(1) Pruebas de eleccion dual:

Para los machos focales se registro el tiempo que éste permanecio en
cada zona de elecciéon. También se registrd, en cada zona, la frecuencia
y duracion de las siguientes unidades comportamentales: orientado
quieto, ataque con vibracién, ataque puntual, despliegue lateral y
despliegue sigmoide (Tabla 1). Los machos estimulo también fueron

observados y se registr6 la duracibn de las mismas unidades
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comportamentales. Algunas de las unidades comportamentales
consideradas fueron previamente descriptas (Passos et al., 2016), y se
describi6 ademas dos nuevas unidades comportamentales. La unidad
‘persigue’ se describid en los encuentros diadicos, luego de su resolucion;
y en las pruebas de eleccion dual se describié la unidad ‘ataque con
vibracion’ (Tabla 1).

Se calculo la preferencia del macho focal como el tiempo de agresion
hacia un estimulo en relacion al tiempo de agresion dirigida hacia ambos
estimulos. Este mismo célculo se realiz6 para las frecuencias de unidades
comportamentales hacia los estimulos. Un macho estimulo fue
considerado preferido cuando el focal pasé mas del 55% del tiempo
agrediéndolo, o cuando dirigi6 hacia él mas del 55% de las unidades

agresivas.

Tabla 1. Descripcion de las unidades comportamentales agresivas de los machos de
Austrolebias.

Unidad

Descripcion

Ataque (A)
Ataque con vibracién (AV)

Despliegue lateral (DL)

Despliegue lateral con contacto (DLC)

Despliegue sigmoide (DS)
Persigue (P)

Sumision (S)

El actor muerde, o intenta morder al otro. Usualmente dirigido a las aletas.
El actor realiza repetidos intentos de ataque a la vez que hace vibrar su cuerpo.

El individuo extiende y hace vibrar sus aletas mientas permanece quieto.

Despliegue lateral con ondulaciones del cuerpo.

Persecucién rapida de otro individuo.

Desplazamiento rapido hacia los bordes o esquinas, acompafiado de pérdida de coloracién y

repliegue de aletas.

(2) Interacciones diadicas:

En cada caso, se registr6 la latencia del primer ataque (tiempo
transcurrido desde el comienzo del ensayo hasta que se da el primer
ataque), latencia de la primer unidad conductual (tiempo transcurrido
desde el inicio del ensayo hasta que se realiza la primer unidad agresiva),
la duracién del conflicto (tiempo transcurrido desde que se da el primer
ataque hasta que se establece la dominancia), y relacién de dominancia
al momento de la resolucion y a la hora de haber comenzado el ensayo.

Se considerd que un conflicto estaba resuelto cuando no hubo un nuevo
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inicio de la contienda por un periodo de al menos 3 minutos luego de la
resolucion.

Por otro lado, también se registraron la frecuencia y el tiempo total en el
gue cada individuo realizé las siguientes unidades comportamentales:
ataque, despliegue lateral, despliegue lateral con contacto, despliegue

sigmoide, persigue y sumision (Tabla 1).

Se aplicaron pruebas paramétricas (pruebas t) a los datos, salvo en aquellos
casos en que no se ajustaron a la normalidad, en cuyos casos se utilizaron
pruebas no paramétricas (Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas o Prueba
de Mann-Whitney segun correspondiera). Se utilizo prueba Binomial, con p = 0.5,
para analizar las preferencias de las pruebas de eleccion dual y algunas
variables de las pruebas de interaccién diadica, aquellos casos donde no se pudo
determinar preferencia no fueron tomados en cuenta para el analisis Binomial.
La normalidad de las muestras se analizd6 mediante el test Kolmogorov-Smirnov.
En todos los casos el nivel de significancia considerado fue a = 0.05; y todos los
datos fueron analizados utilizando los software Minitab y Past. Los valores

representan la media + el desvio estandar, salvo que se indique otra cosa.
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Focales Estimulos

Resultados

Medidas, pesos y condiciones corporales de Fulton

Los valores de la medida de la longitud del cuerpo, el peso, y la condicién
corporal de Fulton no fueron significativamente distintos entre los machos
estimulo de ambas especies (longitud del cuerpo, prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas, z = 0.511, p = 0.609; peso, prueba t para muestras
pareadas, tis = 1.266, p = 0.226; condicién corporal de Fulton, prueba t para
muestras pareadas, tis = 1.451, p = 0.169). Por su parte, los machos focales de
ambas especies fueron significativamente mas grandes que los machos estimulo
en el largo corporal (A. reicherti, prueba t para muestras pareadas, tis= 4.261, p
< 0.001; A. charrua, prueba t para muestras pareadas, tis=3.428, p = 0.004), los
pesos (A. reicherti, prueba t para muestras pareadas, tis = 4.002, p = 0.001; A.
charrua, prueba de Wilcoxon para muestras pareadas, z = 3.045, p = 0.002) y la
condicion corporal de Fulton (A. reicherti, prueba t para muestras pareadas, tis=
4.063, p = 0.001; A. charrua, prueba de Wilcoxon para muestras pareadas, z =
3.181, p = 0.002) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores para la longitud, peso y condicién corporal de los machos focales y
estimulos de ambas especies. (a) media + DE.

Condicion
Longitud (cm)? Peso (gr)? corporal de
Fulton (gr/cm®)?

A. Reicherti 4+ 0,36 1,57+ 0,40 638,30+ 210,28
A. charrua 3,96+ 0,28 1,49+ 0,28 596,08+ 144,06
A. reicherti 4,45+ 0,34 1,95+ 0,43 880,70+ 260,21
A. charrua 4,29+ 0,27 1,83+ 0,36 793,19+ 204,12
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Pruebas de eleccién dual

A diferencia de lo que ocurre en un encuentro diadico donde los individuos tienen
contacto fisico, en las pruebas de preferencia no se pueden distinguir las etapas;
en ninguno de los encuentros se constatd resolucion del conflicto y

establecimiento de jerarquias.

Los machos focales de ambas especies pasaron significativamente mas tiempo
asociados a las zonas de eleccion que a la zona neutra (A. reicherti, prueba de
Wilcoxon para muestras pareadas, z = 3.408, p < 0.001; A. charrua, prueba de

Wilcoxon para muestras pareadas, z = 3.408, p < 0.001) (Fig. 11)

= 2N
]z
2400 -
p < 0,001 p < 0,001
1800
“
o]
o
£  1200-
QL
'—

600 - —|_

ol

——

A. reicherti A. charrua

Fig. 11. Tiempo de asociacion (mediana + ES) de los machos focales a las zonas
neutras (ZN) y zonas estimulo (ZE).
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Con respecto al tiempo total en que los machos focales agreden a ambos
machos estimulo, A. reicherti y A. charrua no mostraron diferencias significativas

(prueba de Wilcoxon para muestras pareadas, z = 0.909, p = 0.363) (Fig. 12)
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Fig. 12. Duracién de conductas agresivas (mediana + ES) de los machos focales hacia
ambos machos estimulo.

Sin embargo, en cuanto a preferencias, los machos focales de A. reicherti
mostraron preferencias significativas por el macho homoespecifico tanto en el
tiempo de asociacidén con las zonas de eleccion como en el tiempo de realizaciéon
de conductas agresivas (prueba Binomial, N = 10, p = 0.044). Por su parte, A.
charrua no mostro preferencia significativa por ninguno de los machos estimulo
ni en el tiempo de asociacién a las zonas de eleccién (prueba Binomial, N = 11,
p = 0.226) ni en el tiempo de agresion (prueba Binomial, N =9, p = 0.164) (Tabla
4).
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Tabla 4. Preferencias de asociacién de los machos focales a zonas de eleccién y de
realizacién de unidades comportamentales agresivas hacia machos estimulo homo y
heteroespecificos. ‘Prefiere’ indica la cantidad de veces que el macho focal prefiri6 a su
homoespecifico, N indica la cantidad de veces que se determiné preferencia por alguno
de los estimulos, p representa los valores de probabilidad de la prueba Binomial.

Tiempo en zonas de eleccion Tiempo de agresion
Prefiere N p Prefiere N p
A. reicherti 8 10 0.044 8 10 0.044
A. charrua 5 11 0.226 3 9 0.164

Los machos focales de A. reicherti pasaron significativamente mas tiempo en la
zona de eleccion del homoespecifico (prueba t para muestras pareadas, tis =
2.244, p = 0.042), y el tiempo que invirtieron realizando conductas agresivas
hacia el estimulo homoespecifico fue marginalmente mayor (prueba t para
muestras pareadas, tis = 2.090, p = 0.055). Sin embargo, los machos focales de
A. charrua no presentaron diferencias significativas ni en el tiempo asociado a
las zonas de eleccion homo y heteroespecificas (prueba t para muestras
pareadas, tis = -0.267, p = 0.793), ni en el tiempo de realizacion de conductas
agresivas entre ambos machos estimulo (prueba t para muestras pareadas, tis=
0,396, p = 0.698) (Fig.13).
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Fig. 13. Tiempo que pasan los machos focales de A. reicherti y A. charrua asociados a
la zona de eleccion (ZE) o realizando comportamientos agresivos (CA) (media = ES) a
los machos estimulo homo o heteroespecifico.

Con el fin de descartar efectos de los machos estimulo en el comportamiento
agresivo de los machos focales, se evalu6 las diferencias en el tiempo de
realizacion de comportamientos agresivos de ambos machos estimulo hacia el
mismo macho focal. No se constataron diferencias significativas en los tiempos
de agresion hacia el mismo macho focal entre los machos estimulos de A.
reicherti y A. charrua (prueba t para muestras pareadas, t24 = 0.921, p = 0.367)
(Fig. 14).

23



640 7

480

320 —I_

Tiempo (s)

160

A. reicherti A. charrua

Fig. 14. Duracién de conductas agresivas (media + ES) de los machos estimulo de A.
reicherti y A. charrua a su macho focal.

Con respecto a la preferencia de unidades comportamentales A. reicherti prefirio
significativamente al macho estimulo homoespecifico a la hora de realizar
ataques de puntuales (prueba Binomial, N = 13, p = 0.035) y unidades
comportamentales totales (prueba Binomial, N = 10, p = 0.044), ademas también
presenta preferencias marginalmente significativas por el homoespecifico en los
ataques con vibracién y despliegues laterales (prueba Binomial, N = 12, p =
0.054); por otro lado, no tiene preferencias significativas con respecto a la
realizacion de despliegues sigmoides (prueba Binomial, N = 14, p = 0.183). Por
su parte, A. charrua no muestra preferencias significativas por ninguno de los
machos estimulo en tres de las unidades comportamentales ni tampoco en el
total de éstas (A, prueba Binomial, N = 11, p = 0.226; despliegues DL, prueba
Binomial, N = 13, p = 0.157; DS, prueba Binomial, N = 12, p = 0.193; T, prueba
Binomial, N = 10, p = 0.205); pero si presenta una preferencia marginalmente
significativa por el macho estimulo heteroespecifico a la hora de realizar ataques

con vibracion (prueba Binomial, N = 11, p = 0.081).
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Los machos focales de A. reicherti realizaron significativamente mas ataques con
vibracion (prueba t para muestras pareadas, tis = 0.229, p = 0.043), despliegues
laterales (prueba t para muestras pareadas, tis = 0.227, p = 0.043) y unidades
totales (prueba t para muestras pareadas, tis= 0.237, p = 0.042), hacia el macho
homoespecifico que hacia el heteroespecifico; los ataques puntuales (prueba de
Wilcoxon para muestras pareadas, z = 1.749, p = 0.08) y los despliegues
sigmoides (prueba de Wilcoxon para muestras pareadas, z = 1.733, p = 0.083)
tuvieron tendencias marginalmente significativas, siendo mayor la cantidad de

unidades dirigidas hacia el macho homoespecifico (Fig. 15).
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Fig. 15. Frecuencia de unidades comportamentales (mediana £ ES) de A. reicherti,
A = ataques puntuales, AV = ataques con vibracion, DL = despliegues laterales, DS =
despliegues sigmoides, T = unidades totales.
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A. charrua no presenté diferencias significativas en la frecuencia de ninguna de
las unidades agresivas dirigidas a los machos estimulo homo y heteroespecifico
(Fig. 16). (A, prueba t para muestras pareadas, t1s=-1.262, p =0.227; AV, prueba
de Wilcoxon para muestras pareadas, z = 1.449, p = 0.147; DL, prueba de
Wilcoxon para muestras pareadas, z = 1.052, p = 0.293; DS, prueba de Wilcoxon
para muestras pareadas, z = 0.682, p = 0.495, T = prueba de Wilcoxon para

muestras pareadas, z = 0.908, p = 0364)
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Fig. 16. Frecuencia de unidades comportamentales (mediana + ES) de A. charrua,
A = ataques puntuales, AV = ataques con vibracion, DL = despliegues laterales, DS =
despliegues sigmoides, T = unidades totales.
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Interacciéon diadica

(1) Dindmica del encuentro

El encuentro agresivo entre las diadas mostré la misma configuracion que un
encuentro intraespecifico (Fabra, 2011; Passos et al., 2013; Passos et al., 2016)
donde se detectaron las etapas de evaluacion, conflicto y post-conflicto; con
resolucion del encuentro e individuos dominantes y subordinados. En 13 de los
14 ensayos estuvieron presentes las tres etapas, mostrando una similitud con
respecto a los encuentros agresivos intraespecificos (Fabra, 2011; Passos et al.,
2013; Passos et al., 2016). En un encuentro falté el conflicto, y la dominancia se
estableci6 al primer ataque. En todos los ensayos hubo resolucién y
establecimiento de dominancia, y los individuos dominantes y subordinados
presentaron las sefales tipicas de cada caso (Fabra, 2011; Passos et al., 2013;
Passos et al., 2016); los dominantes mostraron colores intensos en cuerpo y
aletas, desplegaron la aleta dorsal y se movieron libremente por el acuario con
ataques y persecusion al macho subordinado; por el contrario los machos
subordinados disminuyeron la intensidad de coloracion, replegaron su aleta

dorsal y se mantuvieron mayormente inactivos o huyendo del macho dominante
(Fig. 5)

Fig. 5. (a) diada de machos realizando despliegues agresivos; (b) diada cuya jerarquia
se ha establecido, a la izquierda macho dominante (A. reicherti) mostrando una intensa
coloracioén y aletas desplegadas, a la derecha macho subordinado (A. charrua) exhibe
pérdida de coloracion y repliegue de aletas.

La latencia a la primer unidad fue de 59.3 =+ 70.4 s., la duracion de la etapa de
evaluacion fue de 132.3 + 119.9 s. y el conflicto dur6 288.7 + 293.6 s.
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La dominancia se mantuvo en 9 de 12 casos (prueba Binomial, N =12, p =

0.054) y en los otros 2 casos no se pudo definir el estado jerarquia de la diada.

(2) Intensidad de agresion

En cuanto a la primera unidad, en 10 ensayos fue despliegue lateral o sigmoide,
y en 4 ensayos fue ataque (prueba Binomial, N = 14, p = 0.061). No se
encontraron diferencias significativas en cuanto a la cantidad de veces que A.
reicherti y A. charrua realizaron la primer unidad (prueba Binomial, N = 14, p =
0.122) o el primer ataque de la contienda (prueba Binomial, N = 14, p = 0.183)
(Tabla 3); y tampoco hubo diferencias significativas en cuanto a la latencia al
primer ataque entre ambas especies, (prueba t para muestras independientes,
t14 = 0.029, p = 0.979) (Fig. 6).

Tabla 3. Numero de veces que cada especie realiza la primera unidad comportamental,
el primer ataque, resulta dominante y mantiene la dominancia.

Primer Primer ; ; Mantiene
i Dominancia i 2
unidad ataque dominancia
A. Reicherti 9 8 9 5
A. charrua 5 6 5 4
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Fig. 6. Latencia al primer ataque (media = ES) para A. reicherti vs. A. charrua.

No hubo diferencias significativas en el tiempo total que cada especie realizo
despliegues agresivos al analizarlo entre especies (prueba t para muestras
pareadas, tis = -1.223, p = 0.243) (Fig. 7). Sin embargo, se constataron
diferencias significativas en el tiempo de agresion entre individuos subordinados
y dominantes, independientemente de su especie, siendo mayor el tiempo de
agresion del individuo dominante (prueba t para muestras pareadas, ti4= 5.814,
p < 0.001) (Fig. 8).
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Fig. 7. Tiempo total en que cada especie realizé conductas agresivas (media + ES), se
muestra A. reicherti vs. A. charrua.
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Fig. 8. Tiempo de realizacion de conductas agresivas (media £ ES) de los individuos

subordinados y dominantes.
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La frecuencia de las unidades que realizé A. reicherti no fue significativamente
diferente de la frecuencia de A. charrua y no se constataron diferencias
significativas al discriminar por unidad ni en el total de unidades (Fig. 9). (A:
prueba de Wilcoxon para muestras pareadas, N = 14, z = 0.875, p = 0.381; DL
prueba t para muestras pareadas, ti4 = -1.238, p = 0.238; DS: prueba t para
muestras pareadas, tis = 0.354, p = 0.729; T: prueba t para muestras pareadas,
t14 =-0.521, p = 0.611).
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Fig. 9. Frecuencia de unidades comportamentales (mediana + ES) de cada especie.
A = ataques, DL = despliegues laterales, DS = despliegues sigmoides, T = unidades
totales.

La duracién del conflicto no fue significativamente diferente dependiendo de qué
especie resultara dominante (prueba de Mann-Whitney, z = -0.267, p = 0.790)
(Fig. 10)
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Fig. 10. Duracion del conflicto (mediana + ES) cuando A. reicherti o A. charrua son la
especie dominante.

Con respecto a la cantidad de veces que domind cada especie no hubo
diferencias significativas (prueba Binomial, N = 14, p = 0.122). Asi mismo,
ninguna de las dos especies mantuvo la dominancia de modo significativo (A.
reicherti, prueba Binomial, N = 7, p = 0.164; A. charrua, prueba Binomial, N = 5,
p = 0.156), para este ultimo, dos de los ensayos no fueron considerados para el

analisis Binomial ya que no se pudo definir el estado de jerarquia de la diada.
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Discusion

Este trabajo evidencia que los machos de A. reicherti y A. charrua muestran un
comportamiento de competencia asimétrica. Si bien en las pruebas de
interaccién diadica no hay diferencia en la agresion de ambas especies, en las
pruebas de preferencia, mientras los machos de A. charrua no exhiben agresién
diferencial los machos de A. reicherti son mas agresivos con sus

homoespecificos.

Debido a que la competencia es un determinate importante en el éxito
reproductivo (Clutton-Brock, 2008), principalmente cuando los individuos
compiten por territorio involucrado en la atraccion de pareja y 0 espacio que
asegure eventos reproductivos (Grether et al., 2009), la competencia asimétrica
puede influir en el éxito reproductivo individual y en la dinamica poblacional de
las especies que compiten. Si bien podria impedir el flujo génico y generar
aislamiento reproductivo mediante la exclusion de una de las especies (Gréning
& Hochkirch, 2008; Vallin & Qvarnstrom, 2011; Lackey et al., 2018; Tinghitella et
al., 2018), también podria facilitar el flujo génico entre especies mediante la
promocion de la hibridacion (Sefc et al., 2015; While et al., 2015; MacGregor et
al, 2016; Lipshutz, 2018). Esto ultimo ocurre cuando la especie dominante es
capaz de monopolizar los recursos de atraccion de parejas homo y
heteroespecificas y el aislamiento reproductivo es aun incompleto (Lipshutz,
2018). En el caso de A. reicherti y A. charrua, el aislamiento reproductivo es
incompleto, y estd documentada la hibridacion (Passos, 2013), lo que sugiere
gue el efecto de la agresion asimétrica sea la promocién de la hibridaciéon y no
del aislamiento reproductivo. El hecho de que los machos de A. reicherti agredan
mas a los de su especie, y que a su vez sean igualmente agredidos por A.
charrua, permite suponer que A. reicherti es la especie mas afectada por la
agresion, ya que para estas especies se propone la agresion como un
mecanismo importante que influye de la proporcion de machos a medida que
avanza la temporada reproductiva (Passos et al., 2014). Si nos ubicaramos en
un contexto hipotético de inicio de temporada en el que los machos de ambas
especies se encontraran en proporciones similares, la agresion mas intensa

sufrida por A. reicherti podria significar una disminucién mas rapida de cantidad
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y calidad de potenciales parejas para las hembras homoespecificas. Al igual que
ocurre en otros animales (Wirtz, 1999; Mullica, 1999) las hembras de estas
especies reducen su selectividad de pareja a medida que avanza la temporada
reproductiva (Passos et al., 2014). En este escenario es esperable que ante una
disminucién de cantidad y calidad de parejas homoespecificas, las hembras de
A. reicherti hibriden con machos de A. charrua, ya que existen evidencias de que
las hembras en ausencia de machos homoespecificos o ante machos
heteroespecificos de mejor calidad tienden a preferir aparearse con un macho
de otra especie (Saertre et al.,, 1999; Randler, 2001; Vallin et al., 2012a;
MacGregor et al., 2012; Grava et al., 2012; While et al., 2015; Lipshutz, 2018).
Se ha propuesto que la hibridacion entre especies cercanas puede ser producto
de errores de las hembras en el reconocimiento de los machos (Groning &
Hochkirch, 2008), pero también, en algunos contextos, cuando no hay parejas
homoespecificas disponibles o si éstas no aparecen a tiempo para la
reproduccion, la hibridacion puede ser considerada una estrategia adaptativa
(Neuchterlein & Buitron, 1998), y aparearse con un heteroespecifico puede ser
mejor que perder la oportunidad reproductiva. Esto ocurre en aquellos casos en
gue los hibridos tienen algun grado de viabilidad y aportan, aunque de forma
reducida, al éxito reproductivo (Neuchterlein & Buitron, 1998; Saertre et al., 1999;
Veen et al., 2001). Neuchterlein y Buitron (1998) no solo proponen el concepto
de hibridacion como estrategia adaptativa, sino que ademas lo vinculan
directamente con la disponibilidad de machos por diferencias en la proporcién
operacional de sexos; un factor que en caso de Austrolebias es afectado por la
competencia intrasexual, y que podria verse sesgado por las preferencias de
agresion de los machos. La hipétesis de que la hibridacion entre A. reicherti y A.
charrua sea producto de un error de reconocimiento, parece no aplicar, ya que
las hembras de estas especies reconocen y prefieren a los machos
homoespecificos (Passos, 2013). Asimismo, considerando que el corto periodo
de vida adulta de los individuos estas especies esta dedicado exclusivamente a
la reproduccién, y que a medida que la temporada reproductiva avanza la
selectividad de las hembras disminuye (Passos et al., 2014) es posible pensar a

la hibridacién entre A. reicherti y A. charrua como una estrategia adaptativa.
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La hibridacién por competencia asimétrica promueve ‘hibridacion direccional’
cuando la hembra de una especie se aparea con el macho competitivamente
dominante, lo que genera que la cruza reciproca sea menos frecuente (Grava et
al.,, 2012; Lipshutz, 2018). Esto puede derivar en algunos patrones como
introgresién asimétrica y movimiento de zonas hibridas (While et al., 2015;
Lipshutz, 2018). En el caso de que ocurriera introgresion asimétrica, la
hibridacion direccional los machos de A. charrua se aparearian con hembras de
A. reicherti con mas frecuencia que en el sentido opuesto, ya que al ser los
machos de A. reicherti los mas afectados por la competencia asimétrica, se
genera una ventaja competitiva para los machos de A. charrua a la hora de
aparearse con las hembras de A. reicherti. La competencia asimétrica también
puede producir que se muevan las zonas hibridas, en el sentido de que la
expansion del competidor superior puede causar desplazamiento de la zona
hibrida a medida que transcurre el tiempo, principalmente cuando la especie mas
agresiva tiene gran capacidad de dispersion (Pearson & Rohwer, 2000;
Canestrelli et al., 2016; Lipshutz, 2018). En el caso de Austrolebias, la dispersion
se ve limitada por el medio en el que habitan donde los charcos temporales estan
separados entre si, por lo que es dificil imaginar una gran capacidad de
dispersién de alguna de las especies. La competencia asimétrica también puede
promover las retrocruzas cuando los hibridos tienen maéas habilidades
competitivas que los parentales (Lipshutz, 2018). En el caso de las especies de
Austrolebias, se ha documentado que las retrocruzas son menos exitosas que
las cruzas entre especies parentales o entre hibridos (Passos, 2013) lo cual
dificulta la ocurrencia de este fendmeno. De todas maneras restan por estudiar

posibles patrones de introgresion asimétrica y movimiento de la zona hibrida.

La competencia asimétrica puede tener el efecto opuesto, y en lugar de promover
la hibridacion, puede facilitar el aislamiento reproductivo. Entre A. reicherti y A.
charrua hay aislamiento tanto pre como post-apareamiento que se evidencia en
el comportamiento reproductivo de las hembras, en la reduccion de la
performance reproductiva de los hibridos y en el desplazamiento de caracteres
reproductivos (Passos, 2013). Sin embargo, no se esta en condiciones de afirmar
gue este aislamiento reproductivo sea efecto de la competencia asimétrica, ya

gue ésta genera el aislamiento mediante la exclusién de una de las especies
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(Groning & Hochkirch, 2008; Vallin & Qvarnstrom, 2011; Lackey et al., 2018;
Tinghitella et al., 2018) y este aspecto no ha sido evaluado. Por su parte, la
competencia interespecifica podria conducir por si misma al aislamiento
reproductivo mediante la segregacion espacial (Nevo et al, 1975; Vallin &
Qvarnstrom, 2011; Zhou et al., 2015; Tinghitella et al., 2018), caso que se da
cuando los machos de ambas especies agreden mas intensamente a los
heteroespecificos y generan una separacién fisica entre las especies,
disminuyendo las posibilidades de hibridacién. Este caso parece no ser aplicable
entre nuestras especies de Austrolebias, ya que ninguna de las especies tiene
preferencias de agresion hacia los machos heteroespecificos, por lo que no

habria una segregacion espacial entre estas especies a causa de la agresion.

Algunos autores plantean que la competencia interespecifica puede ser un
efecto de la competencia intraespecifica cuando las especies tienen aun un
sistema de reconocimiento comun debido a divergencia reciente (Grether et al.,
2009). En este caso, los machos heteroespecificos pueden agredirse por errores
de identificacion (Schultz & Switzer, 2001; Grether et al., 2009; Groning &
Hochkirch, 2008), y cuando las sefiales que utilizan son muy similares, las
probabilidades de interaccion interespecifica aumentan (McHugh, 1972 citado en
Groning & Hochkirch, 2008). Las experiencias diadicas entre las especies
analizadas muestran que éstas utilizan las mismas unidades comportamentales
(Fabra, 2011; Passos et al., 2013; Passos et al., 2016), lo que podria favorecer
errores de identificacion debido a la similitud en el comportamiento. Sin embargo,
los machos de A. reicherti parecen reconocer homoespecificos ya que
interactian mas tiempo con ellos, por lo que, al menos para A. reicherti, podria
descartarse error de reconocimiento. A su vez, esto estd en contraste con
observaciones previas en las que los machos de Austrolebias no parecian

diferenciar entre machos de ambas especies (Passos com pers).

Por otro lado, se ha planteado que la competencia interespecifica puede ser
causa de la competencia por parejas (Payne, 1980; Curé et al., 2010). Passos
(2013) ha dejado en evidencia que ambas especies hibridan, en este sentido, es
explicable que tanto A. reicherti como A. charrua respondan agresivamente ante
los machos homo y heteroespecificos, ya que son todos potenciales

competidores. Cuando las especies divergen en alopatria y luego retoman un
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contacto secundario y se da competencia entre ellas, la seleccion puede actuar
sobre rasgos que afecten el reconocimiento del competidor y las habilidades
agresivas (Grether et al., 2009). La evolucién de estos rasgos puede resultar
tanto en divergencia como en convergencia, dependiendo de la intensidad de la
competencia (Grether et al., 2009; Drury, 2015). Cuando el costo de la agresion
interespecifica es mayor a sus beneficios, los rasgos evolucionarian hacia la
divergencia, aumentando la diferencia entre las especies y el reconocimiento.
Este proceso, que se denomina desplazamiento de caracteres agonisticos
(ACD), tiende a reducir la competencia interespecifica (Grether et al., 2009;
Drury, 2015; Zhou et al., 2015). A. reicherti y A. charrua son morfolégicamente
mas distintos en las zonas de contacto que en las zonas de alopatria (Passos,
2013), y si bien esto ha sido propuesto como desplazamiento de caracteres
reproductivos (RCD), estos caracteres también podrian estar implicados en la
agresion. A menudo resulta dificil distinguir entre RCD y ACD, ya que dichos
rasgos pueden ser compartidos por ambos comportamientos (Dijkstra et al.,
2007; Grether et al., 2009) Para evaluar esto en las especies es estudio, es
necesario realizar pruebas conductuales de agresion con poblaciones de zonas
alopétridas para poder comparar con los resultados de este trabajo y establecer
si existen diferencias en la agresion dependiendo de la zona de origen de los
individuos (Grether et al., 2009).

La preferencia de agresion de los machos A. reicherti por sus homoespecificos
puede explicarse porque, ante un contacto secundario, la evolucién puede
favorecer evitar atacar machos heteroespecificos que podrian no ser
competidores (Grether et al., 2009; Zhou et al., 2015). En este sentido, y si
ademas se considera que las hembras prefieren aparearse con machos
homoespecificos (Passos, 2013), es esperable que haya una preferencia de
agresion al macho homoespecifico por ser un competidor mas directo. Moran y
Fuller (2018) plantean que la agresion sesgada hacia homoespecificos en
individuos que provienen de las zonas de contacto puede ser un indicador de
ACD, sin embargo, no estamos en condiciones de afirmarlo ya que el ACD no
esta probado para estas especies. Las pruebas de eleccion dual evidenciaron
gue, a diferencia de A. reicherti, los machos de A. charrua de zonas parapatridas

no responden con preferencia a los homoespecificos. En pruebas de preferencia
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de apareamiento de eleccion dual donde hembras provenientes de areas de
contacto y areas alopatridas elegian machos homo y heteroespecificos, Passos
(2013) no encontro diferencias en las preferencias de las hembras provenientes
de ambas areas para A. charrua, mientras que las hembras de A. reicherti de las
zonas de contacto prefirieron con mas fuerza a su homoespecifico. Sin embargo
hubo diferencias entre las preferencias en pruebas de interaccion libre para
ambas especies, en que las hembras de la zona de contacto mostraron mayor
preferencia por el homoespecifico que las hembras de zonas alopatridas. Si bien
se planted que las diferencias entre los resultados de los ensayos podrian
deberse a la metodologia, no se pudo descartar la existencia de una diferencia
entre los mecanismos que llevan al aislamiento reproductivo entre A. reicherti y
A. charrua (Passos, 2013). Del mismo modo que estos mecanismos afectan la
preferencia de las hembras por los machos, podrian estar involucradas en las
preferencias de agresion entre machos. Por este motivo, no se puede descartar
gue mecanismos evolutivos involucrados en el ACD estén operando mas
fuertemente en A. reicherti en su componente comportamental y generen estas
diferencias de preferencias entre nuestras especies, tanto en agresion de los

machos como preferencias de apareamiento de las hembras.

Las experiencias de encuentros diddicos muestran que ninguna de las especies
es significativamente mas agresiva que la otra: no difieren en la cantidad de
tiempo que estan agrediendo ni en la cantidad de unidades agresivas que
realizan, ninguna tiende a dominar en los encuentros interespecificos ni es mas
eficaz manteniendo la dominancia. En este sentido, la agresién entre los machos
no parece modificar las preferencias de las hembras a la hora de aparearse,
COmMo ocurre en otros casos en que las hembras prefieren machos que accedan
a mejores territorios 0 que sean dominantes, sin importar su especie y aun en
presencia de parejas homoespecificas disponibles (Tynkkynen et al., 2004;
Grava et al., 2012; MacGregor et al., 2012; While et al., 2015; Sefc et al., 2015).

Cuando se toman estos resultados en conjunto con los resultados de las pruebas
de eleccion dual, se puede plantear un escenario en que si bien la agresion entre
machos de A. reicherti y A. charrua no resulte en una especie dominante sobre
la otra, A. reicherti resultara mas afectado por la agresién. En este caso, la

agresion no sesgaria las preferencias de las hembras a la especie mas
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dominante, pero podria generar un sesgo en la disponibilidad de parejas para las
hembras de A. reicherti, lo que podria favorecer la hibridacion de estas especies.
Del mismo modo, se descarta la posibilidad de que la agresién actle segregando
las poblaciones y aumentando las barreras de aislamiento, ya que no hay

preferencias de agresién por machos heteroespecificos.

Validacién metodolégica

Pruebas de interaccion dual:

Los machos focales de ambas especies pasaron significativamente mas tiempo
en zonas de eleccién que en la zona neutra, coincidiendo con otros trabajos que
demuestran la fiabilidad de los resultados obtenidos al emplear pruebas de
eleccion dual con Austrolebias (Reyes, 2011; Passos, 2013; Passos et al., 2013;
Passos et al., 2014).

Coincidiendo con los resultados de las pruebas de interaccion diadica, los
machos de A. reicherti y A. charrua no tuvieron diferencias entre el tiempo total
de agresion a los estimulos, lo que apoya el hecho de que no parece haber una

especie que sea por si misma mas agresiva que la otra.

Con respecto a la frecuencia de unidades que cada macho focal dirigié a los
machos estimulo, el hecho de que A. reicherti haya realizado mas unidades
agresivas hacia el macho homoespecifico en todas las unidades refuerza la
preferencia por la intensidad de la agresion hacia dicho macho. Se ha mostrado
que en las contiendas entre Austrolebias, el despliegue lateral y el ataque son
unidades importantes que suelen ser realizadas mayoritariamente por el macho
dominante y mas agresivo, mientras que el despliegue sigmoide ocurre con
menor frecuencia y no esta tan relacionado a la dominancia (Fabra, 2011,
Passos et al., 2013). Nuestros resultados muestran una preferencia significativa
a realizar mas despliegues laterales, ataques con vibracion y unidades totales
hacia el macho homoespecifico, y una preferencia marginalmente significativa
para los despliegues sigmoides y los ataques. Respecto a los despliegues
sigmoides, una menor preferencia coincide con un papel de menor relevancia de

estas unidades, asociado a que aparecen con menor frecuencia que el

39



despliegue lateral (Fabra 2011; Passos et al., 2013). Sin embargo, los ataques
son aun considerados de importancia aunque ocurran con una frecuencia menor
(Fabra 2011; Passos et al., 2013), y es probable que una menor frecuencia se
traduzca en una expresion menor en la preferencia por el homoespecifico.
Nuevamente, los resultados de este trabajo coinciden con los obtenidos para
encuentros intraespecificos, y revelan que la dinamica de la agresion intra e

interespecifica entre A. reicherti y A. charrua sigue los mismos parametros.

Interacciones diadicas:

El hecho de que no existieran diferencias significativas en el tamafio de los
machos estimulos, valida que el resultado refleje una preferencia de agresion

por la especie del macho estimulo y no por su tamafio.

A. charrua y A. reicherti son especies hermanas de divergencia reciente que
evolucionaron en alopatria y luego retomaron un contacto secundario (Garcia et
al., 2009). Cuando las especies retoman un contacto, es frecuente que aun
compartan un sistema comun de reconocimiento (Dame & Petren, 2006; Grether,
2009) y éste debe estar expuesto a presiones selectivas a largo plazo para que
las sefales diverjan (Coyne & Orr, 1998; Grether et al., 2009; Drury, 2015). Esta
puede ser una explicacién viable para la similitud del encuentro agresivo
interespecifico con el intraespecifico. Las pruebas diadicas demuestran que
nuestras especies no solo utilizan las mismas unidades comportamentales, sino
gue el encuentro sigue la dinamica de un encuentro intraespecifico, en el que se
reconocen las mismas tres etapas y que se suceden de la misma manera (Fabra,
2011; Passos et al., 2013; Passos et al., 2016). Esto evidencia que los animales
reconocen el comportamiento del individuo de la otra especie y responden a éste
del mismo modo que lo harian ante un macho homoespecifico. Otro resultado
gue coincide con lo que sucede en encuentros intraespecificos, es que hay una
diferencia significativa en la cantidad de tiempo que estan agrediendo los
machos dominantes, que siempre es mayor al tiempo de agresion de los machos
subordinados. Esto se verificd independientemente de la especie que resultara

dominante y coincide con resultados previos que muestran que el macho
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dominante es normalmente el mas agresivo en los encuentros intraespecificos
(Fabra, 2011; Passos et al., 2013).

Perspectivas

Restan por estudiar las posibles consecuencias de la competencia asimétrica en
las poblaciones naturales. Por un lado esta pendiente el estudio de la distribucion
de las especies en los charcos, de modo de establecer si existe segregacion
espacial entre ellas debido a la competencia asimétrica. En otro sentido, hace
falta investigar los patrones de hibridacion para establecer si ésta es direccional
0 no, y si existe una vinculacidon con la competencia asimétrica. También es
necesario abordar los posibles patrones de introgresion asimétrica y de
movimiento de la zona hibrida, de modo de verificar si la hibridacién direccional,

en caso de que exista, tiene efectos sobre la evolucion de la zona hibrida.

Ademas, aun falta evaluar una posible existencia de ACD en las especies de
estudio, para lo que se deberian realizar pruebas conductuales de agresion con
poblaciones de zonas alopatridas, y asi poder comparar con los resultados de
este trabajo y establecer si existen diferencias en la agresion dependiendo de la

zona de origen de los individuos.

Por ultimo, se deberian establecer las preferencias de las hembras ante machos
homo y heteroespecificos de distintas calidades y disponibilidades, evaluando la

posibilidad de la hibridacién como estrategia adaptativa.
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