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INTRODUCCION

1. Seleccion sexual

La seleccidon sexual como mecanismo de cambio evolutivo se basa en las
diferencias en el éxito reproductivo de los individuos, causadas por la competencia
por la obtencién de pareja (Darwin, 1859). Pueden distinguirse dos componentes:
por un lado, la competencia entre los machos por el acceso a las hembras y por
otro, la eleccion de las hembras sobre las potenciales parejas. La seleccidén sexual
es, ademas, una poderosa fuerza que moldea la evolucién de los caracteres

sexuales secundarios vinculados al dimorfismo sexual (Andersson, 1994).

Usualmente los caracteres implicados tanto en la competencia entre los machos
como en la eleccién de pareja de las hembras actuan en consonancia, en el sentido
en que el mismo rasgo favorece ambos componentes de la seleccion sexual. En
muchos taxa, el tamafo corporal es un caracter altamente dimérfico y constituye un
factor determinante en el éxito reproductivo de los individuos: por ejemplo, los
machos de mayor tamafio presentan mayor probabilidad de ganar una contienda
diadica y esta dominancia les otorga mayor acceso a las hembras o recursos, lo que
se traduce en un mayor éxito reproductivo (Haley et al., 1994; Zedrosser et al.,
2007; Castillo & Arce, 2021). Por otro lado, la presencia y mantenimiento de
caracteres sexuales secundarios considerados costosos, como plumajes,
coloraciones vistosas u ornamentos es relacionado con un mayor bienestar fisico y
por lo tanto se percibe como un indicador de buena calidad genética de los

individuos, calidad que sera transmitida a la descendencia (Zahavi, 1975). Estos



caracteres se consideran “sefales honestas” sobre los que las hembras también
basan la evaluacion de las potenciales parejas y la obtencion de beneficios
genéticos indirectos, es decir, una mejor calidad genética para las crias. De todos
modos, hay situaciones particulares en las que la eleccion de caracteres que
favorecen un mayor éxito en la competencia entre los machos y los caracteres
preferidos por el sexo opuesto se encuentran en contraposicién (Forsgren, 1997;
Andersson et al., 2002; Kingston et al., 2003), forzando el establecimiento de un

delicado equilibrio entre ambos.

2. La senalizacion quimica en eleccion de pareja

La comunicaciéon animal es un complejo sistema que se desarrolla a través de
diferentes vias vinculadas entre si, tejiendo una extensa trama de informacion con
importantes consecuencias para la vida de los organismos. Segun Ruxton y
Schaefer (2011), la comunicacion ocurre cuando los rasgos del organismo
informador estimulan los sistemas sensoriales del organismo receptor, provocando

un cambio en el patrén de comportamiento de este ultimo.

Las sefales quimicas comprenden la forma mas ancestral de comunicacion,
interviniendo en diferentes actividades biolégicas y en particular mediando
interacciones inter e intraespecificas (Takken & Dicke, 2006). A nivel intraespecifico,
juegan un rol central en la eleccién de pareja, tanto en el reconocimiento como en la
evaluacion de individuos homoespecificos. La comunicacién quimica ha sido
ampliamente documentada en muy diversos grupos de organismos, como insectos

(Akino et al.,, 2004; Richard & Hunt, 2013; Snellings et al., 2018), mamiferos



(Muller-Schwarze, 1971; Swaisgood, Lindburg & Zhang, 2002; Ferkin, 2019), aves
(Amo et al., 2015; Amo, Tomas & Lopez-Garcia, 2017), peces (Giaquinto & Volpato,
1997; Goncgalves-de-Freitas et al., 2008; Keller-Costa et al., 2016) y reptiles (Moreira
et al., 2006; Martin & Lopez, 2010; Campos et al., 2017). Proporciona informacién
sobre la identidad de la especie, el sexo e inclusive sobre el estado de dominancia
de potenciales parejas (Drickamer, 1992; Giaquinto & Volpato, 1997; Kortet &
Hedrick, 2005), al mismo tiempo que obra sobre los mismos niveles en relacion a la
deteccion y discriminacion de individuos heteroespecificos y/o potenciales
predadores (Wong et al., 2005; Castorani & Hovel, 2015; Coppock et al., 2016;
Weissburg et al., 2016). Los compuestos quimicos utilizados en la eleccion de
pareja pueden ser tanto subproductos de vias metabdlicas liberados pasivamente
por los machos, como sefales desplegadas activamente cuya estructura y liberacion

han estado sujetas a seleccion (Wyatt, 2003; Sorensen & Stacey, 2004).

En particular, en los teledsteos la comunicacion quimica media un gran abanico de
respuestas: antipredatorias, aquellas relacionadas con la identificacion vy
reconocimiento de homoespecificos y principalmente, las vinculadas con la
reproduccion, tanto en la coordinacion de las actividades reproductivas entre los
sexos, como en la evaluacion de potenciales parejas (Smith, 1992; Chivers et al.,
1996; Sorensen & Stacey, 2004). El tipo y la composicidon de las pistas quimicas
emitidas por los machos tienen importancia fundamental en la eleccion de pareja de
las hembras. Al habitar ambientes acuaticos donde las sefiales quimicas se
encuentran disueltas, la capacidad de utilizarlas para detectar rapida vy
efectivamente potenciales parejas es un rasgo evolutivo de enorme relevancia y por

lo tanto ampliamente extendido dentro de este grupo. Por ejemplo, las hembras de



guppies (Poecilia reticulata) son capaces de diferenciar hembras homoespecificas
de individuos heteroespecificos, asi como el sexo de homoespecificos, unicamente
en base a pistas quimicas (Shohet & Watt, 2004). En la etapa de reconocimiento y
evaluacion, en algunas especies la comunicacion quimica entre machos y hembras
es fundamental para preparar la fisiologia reproductiva y coordinar la liberaciéon de
gametos durante el cortejo y desove. Por ejemplo, en Carassius auratus (goldfish)
los individuos son capaces de sincronizar tanto el comportamiento sexual como la
maduraciéon y liberacion de gametos durante el desove mediante el uso de pistas
quimicas (Kobayashi et al., 2002; Stacey & Sorensen, 2002; Stacey, 2003). Ademas,
juegan un rol central en la sefalizacion del estatus social y, por consiguiente, de la
aptitud fisica (Giaquinto et al., 2010; Maruska & Fernald, 2012). También ha sido
demostrado que las pistas quimicas modulan los niveles de agresion (Giaquinto et
al., 1997, Keller-Costa et al., 2016) y se ha documentado la presencia de feromonas
en la orina de machos dominantes que estimulan el sistema reproductivo de las
hembras a través de la hormona inductora de la maduracion de oocitos (Hubbard et

al., 2014; Keller-Costa et al., 2014).

3. Peces anuales como modelo de estudio

Los peces anuales del género Austrolebias (Rivulidae, Cyprinodontiformes)
comprenden 49 especies distribuidas a lo largo de la cuenca baja de Plata-Parana y
el sistema Patos-Merin (Alonso et al., 2018). Habitan charcos temporales que se
forman al comienzo del invierno y luego se secan paulatinamente hacia el verano, a
medida que aumenta la temperatura (Costa, 2006; Loureiro et al., 2011) (Fig. 1).

Una vez que los juveniles alcanzan la madurez sexual se reproducen de manera



continua y mediante fecundacion externa se generan huevos resistentes a la
desecacién que son enterrados en el sustrato. Estos permanecen en estado de
diapausa embrionaria una vez el charco se seca y la poblacion adulta muere, y su
desarrollo es reanudado en la siguiente temporada, cuando los charcos comienzan
a formarse nuevamente. Debido a ello, el género presenta generaciones no
superpuestas y un periodo reproductivo que abarca la totalidad de su vida adulta.
Hembras y machos de diferentes especies que lo conforman presentan un
dimorfismo sexual marcado que abarca la morfologia y los patrones
comportamentales, siendo las diferencias en los patrones de coloracién corporal el

rasgo morfolégico distintivo (Berois et al., 2016).

Fig 1. Charco temporal al inicio de la estacion reproductiva. Departamento de Treinta y
Tres, Uruguay (Foto: Manuelita Méndez).



En particular, la especie Austrolebias reicherti es endémica de las tierras bajas del
Sistema de drenaje Patos-Merin, ubicado en la zona noreste del pais (Loureiro &
Garcia, 2004). Al igual que en el resto del género, presenta un marcado dimorfismo
sexual en caracteres morfoldégicos y comportamentales: los machos presentan un
mayor tamafo corporal, con pigmentacion en las aletas dorsales y un patron de
bandas oscuras, delgadas y paralelas que recorren el flanco corporal sobre un fondo
claro. En contraposicidn, las hembras son mas pequefas y presentan un aspecto
menos conspicuo, con coloracion en tonos marrones y sin pigmentaciéon en las
aletas (Loureiro & Garcia, 2008) (Fig. 2). La seleccion sexual impacta en la dinamica
reproductiva tanto a nivel de la eleccion de pareja por parte de la hembra, como a
nivel de la competencia entre machos. Estos ultimos son altamente agresivos,
desarrollando encuentros agonisticos entre pares por el acceso a las hembras que
resultan en el establecimiento de una jerarquia social, donde los machos
dominantes accederan a mas eventos reproductivos. Luego de una contienda, los
machos subordinados repliegan sus aletas y apagan su coloracion (Reyes et al.,
2021). El tamafio es un factor relevante en la determinacion de la dominancia entre
machos, siendo usualmente los de mayor tamafo socialmente dominantes. A su
vez, los machos de mayor tamano son preferidos por las hembras (Passos et al.,
2013a). En este modelo de estudio, el estado de dominancia se asocia también a
mayores niveles circulantes del androgeno 11-ketotetosterona, un metabolito de la
testosterona y el principal andrégeno en muchos peces, al igual que sucede en otros
teledsteos, viéndose estos niveles significativamente reducidos en machos

subordinados (Reyes et al., 2021).
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Fig. 2. Hembra (derecha) y macho (izquierda) adultos de A. reicherti (Fotos: Federico

Reyes).

A. reicherti se encuentra sujeta a una gran variabilidad ambiental a lo largo de la
estacion reproductiva. Una vez que el charco temporal se ha formado y a medida
que avanza la estacién, las condiciones del mismo cambian drasticamente. Por un
lado, disminuye la profundidad de la columna de agua, la cual comienza a presentar
una mayor turbidez, debido tanto a la disminucién en el volumen como al aumento
en la vegetacion. Ademas, la concentracién de oxigeno disuelto también disminuye.
Este cambio en las condiciones abidticas de los charcos temporales generan
también un cambio en las variables demograficas: la proporcion sexual operacional
(OSR por su sigla en inglés) presenta un sesgo hacia el numero de hembras al final
de la estacion. Este cambio en la OSR provoca plasticidad en la preferencia de las
hembras en base a sefiales visuales, siendo mas laxa al final de la misma, cuando
el numero de machos reproductivos disminuye y los beneficios de ser selectivas son

menores (Passos et al., 2014).
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En relacion a esto, las condiciones de vida excepcionales que experimenta la
especie junto con la nula posibilidad de reproduccién futura generan un escenario
en el cual el estrés (medido en nivel de cortisol en sangre) promueve la
reproduccion, en contraposicion a lo que sucede habitualmente en la mayoria de los
vertebrados. Los machos presentan un aumento de los niveles de cortisol a medida
que la estacidn reproductiva avanza y las condiciones del charco se ven
deterioradas, acompanado de un descenso en el indice hepatosomatico y peso
corporal, mientras que las hembras aumentan su indice hepato y gonadosomatico.
Por otra parte, el aumento en los niveles de cortisol de los machos también se
asocié a una mayor intensidad de la coloracion de cortejo y a mayor frecuencia y

duracion de los mismos (Passos et al., 2021).

Respecto a la eleccion de pareja por parte de la hembra, durante el cortejo el macho
performa diferentes senales (como vibraciones de las aletas, ondulaciones del
cuerpo y despliegues visuales) dirigidas hacia la hembra, la cual toma un rol
principalmente evaluador (Garcia et al., 2008). Existe evidencia de que las pistas
quimicas intervienen en la reproducciéon, siendo detectadas por parte de las
hembras en ausencia de otros canales de informacién (Passos et al., 2013b).
Ademas, las hembras pueden discriminar machos homoespecificos de
heteroespecificos en base uUnicamente a sefales quimicas (Passos et al., 2013b,
Reyes et al., 2018) y en general los individuos de mayor tamafio son los preferidos

(Passos et al., 2013a).

En conclusion, las pistas quimicas comprenden un canal de comunicacion de

importancia fundamental en los peces teledsteos, debido a que permite discriminar
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individuos heteroespecificos, reconocer a los homoespecificos y evaluar la aptitud
de los mismos como pareja sexual. En particular, A. reicherti presenta condiciones
de vida altamente variables y plasticidad reproductiva en base a sefiales visuales a
lo largo de la estacion. Debido a ello, la comunicacidén por pistas quimicas puede
cobrar una importancia fundamental hacia el final de la estacion reproductiva,
cuando las condiciones luminicas del charco temporal donde habitan se tornan muy
precarias y la comunicacién por medio de la via visual se hace mas dificil. Es
posible que las pistas quimicas se encuentren proveyendo informacién sobre el
estado de dominancia de los homoespecificos, informacidén que puede incidir en las
preferencias sexuales de las hembras. Ademas, estas preferencias pueden tener un
caracter plastico a lo largo de la estacion reproductiva, al igual que las relacionadas

con la informacion visual.

Tanto los antecedentes expuestos como las condiciones de vida excepcionales que
experimenta este grupo lo convierte en un modelo de estudio adecuado para
analizar, bajo un contexto reproductivo, la importancia de las sefales quimicas en la
identificacion del estatus de dominancia por parte de la hembras y su variacién a lo

largo de la estacion reproductiva.
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OBJETIVO

Evaluar la capacidad de las hembras de A. reicherti de discriminar el estatus social
de machos homoespecificos a través de senales quimicas y su variacion a lo largo

de la estacién reproductiva.

HIPOTESIS DE TRABAJO

H1: Las hembras de A. reicherti son capaces de discriminar el estatus social de
machos homoespecificos mediante sefiales quimicas, prefiriendo interactuar con los
machos dominantes.

Prediccion: Las hembras presentaran un mayor tiempo de permanencia en la zona
de eleccion correspondiente al macho dominante, asi como una mayor

interaccion con el mismo.

H2: La capacidad de las hembras de discriminar el estatus social de machos
homoespecificos a través de la comunicacion quimica sera mas intensa al inicio de
la estacion reproductiva, viéndose diluida hacia el final, cuando la selectividad de
pareja disminuye.

Prediccion: La preferencia de apareamiento por el macho dominante sera mayor al
inicio de la estacion reproductiva que al final. Ademas, las fuerzas de preferencia y
de interaccion por el macho dominante también seran mayores al inicio de la

estacion.
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METODOLOGIA

1. Recoleccion, cria y mantenimiento de ejemplares de experimentacion

Se colectaron 70 ejemplares de A. reicherti en los alrededores de la localidad de
Vergara, departamento de Treinta y Tres, durante 2020, en dos instancias: al
comienzo (6-8 de agosto) y al final (14-15 de noviembre) de la estacidon
reproductiva. Los ejemplares fueron colectados utilizando redes de mano vy, en el
momento de la captura, acondicionados para su traslado a Facultad de Ciencias, en
grupos reducidos de ejemplares por cada contenedor utilizado. Fueron alojados en
el acuario institucional, utilizando peceras comunales de 6 individuos cada una para
las hembras, e individuales para los machos, durante un periodo de aclimatacion de
17 dias, bajo temperatura constante de 19°C y fotoperiodo natural. La alimentacion
fue de tipo ad libitum utilizando Tubifex tubifex, y se realizaron cambios de agua a
intervalos regulares de 48 hs. Las condiciones mencionadas fueron iguales en

ambas instancias de colecta.

2. Establecimiento de dominancia entre machos

Se realizaron encuentros diadicos entre machos adultos con una asimetria de peso
corporal < 30% en ambos momentos de la estacidn reproductiva. Los
enfrentamientos diadicos se realizaron en acuarios de dimensiones 40 x 12 x 20 cm
divididos por una compuerta opaca removible. Los machos fueron colocados en
simultaneo, uno en cada compartimiento, por un periodo de aclimatacion inicial de

10 min. Pasado este tiempo, se removié la compuerta y se inicid el encuentro
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agonistico. Luego de 24 hs en que los machos permanecieron juntos, se identifico la
resolucién del conflicto a partir de las caracteristicas fisicas y comportamentales de
los oponentes: los machos subordinados repliegan sus aletas, pierden la coloracion,
huyen y quedan recluidos en los bordes del acuario, mientras que el macho
dominante despliega las aletas, intensifica la coloracion y ataca al macho
subordinado (Passos et al., 2013a, Reyes et al., 2021). Se descartaron de los
ensayos las diadas en las que no se establecié una relacion de dominancia clara

entre los individuos.

Luego de establecida la relacion de dominancia, cada individuo fue asociado en una
nueva diada con un individuo con similar tamano corporal (asimetria de peso < 10%,
calculada como [(Pmachogrande~Pmachochico) ! Prmachogrande]) Y €Status de dominancia
opuesto, con el objetivo de descartar posibles influencias del tamano corporal en la
eleccion de la hembra. Dicho par fue colocado en el sistema de eleccién dual a
modo de estimulo para la prueba de preferencia de una hembra focal. El tiempo de
manipulacion de los individuos involucrado en este proceso fue de una hora

aproximadamente.

3. Preferencia de las hembras

Los ensayos conductuales fueron realizados entre las 08:00 y 14:00. Se realizaron
pruebas de eleccion simultanea asignando al azar una hembra focal a una diada de
machos formada en base al tamafo corporal. Para las pruebas de elecciéon fue
utilizada una pecera (60 x 19 x 20,5 cm) dividida en 3 compartimentos: uno central

de 40 cm de largo y dos laterales de 10 cm de largo cada uno. Para separar estas
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areas se utilizaron divisores de plexiglas opacos con orificios, que permiten un
intercambio constante de agua pero impiden la comunicacion visual (Fig. 3). Dentro
del compartimento central se marcé de forma externa con lineas un area neutral (en
el centro) y dos areas de preferencia (mas cercanas a los compartimentos donde
fueron situados los machos), de 14 y 13 cm de largo cada una respectivamente, de
acuerdo a Reyes et al. (2019). La zona inmediata a cada tabique divisor fue

considerada como la zona de interaccion directa con el macho.

En primer lugar se introdujo a la hembra en el compartimiento central de la pecera,
permitiendo su libre movimiento por un periodo de aclimatacién de 10 min. Luego, la
hembra fue aislada dentro de una caja de aclimatacién opaca (10 x 10 x 18 cm) en
el area neutral de su compartimento, mientras que los machos fueron introducidos
en cada compartimento lateral y se les habilitd un periodo de aclimataciéon de 10
min. Pasado este periodo, la hembra fue liberada de su caja de aclimatacion en el

compartimiento central y comenzo el registro de la prueba de preferencia.

La duracién de cada ensayo fue de 50 min en total, considerando el periodo de
aclimataciéon de la hembra focal y el de ambos machos. Se videoregistro la
interaccién de la hembra con los machos durante 30 min. Solo las hembras que

visitaron ambas zonas de eleccién activamente fueron incluidas en el analisis.
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Tabique con perforacioneas

2o o Ehacin Tl M 2N o SHaCLiin:

Fig. 3. Configuracion experimental utilizada en las pruebas de preferencia. La arena se
encuentra compuesta por un compartimento central (hembra) y dos compartimentos
laterales (machos), separados entre si por divisores de plexiglas opacos con un orificio en
forma de cruz, que permiten el intercambio de sefales quimicas pero no visuales. Las lineas
punteadas en las paredes del compartimento central ilustran la delimitacién de las zonas de
eleccion y la zona neutra (adaptado de Reyes et al., 2019).

Al finalizar cada prueba, las peceras experimentales y las cajas de aclimatacion
fueron higienizadas utilizando agua destilada y secadas al aire. Al culminar la
totalidad de las pruebas las hembras fueron fotografiadas bajo condiciones estables
y reincorporadas al bioterio como parte del stock reproductivo. Los machos fueron
fotografiados antes del inicio de cada prueba de eleccion y al finalizar se procedio a

sSu eutanasia.

Tanto las pruebas de eleccion como los encuentros agonisticos de establecimiento
de dominancia fueron llevados a cabo en el laboratorio de la Seccidn Etologia de la
Facultad de Ciencias (Universidad de la Republica), bajo condiciones de

temperatura constante (19 °C) y fotoperiodo natural. Todas las actividades
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realizadas durante el proyecto de investigacidon se ejecutaron de acuerdo al
protocolo de experimentacién animal aprobado por el Comité de Etica en el Uso de

Animales de la Facultad de Ciencias (expediente N° 240011-000361-20).

Para analizar variaciones en las preferencias reproductivas de las hembras en
ambos momentos del ciclo de vida, se realizaron ensayos experimentales de

eleccion al inicio y al final de la estacion reproductiva (Ninicio = 12, Ngna = 12).

4. Variables y analisis de datos

Los registros en video fueron analizados utilizando el software J-Watcher V1.0,
siguiendo los procedimientos usuales en estudios de comportamiento (Martin &
Bateson, 1993; Lehner, 1998). Para las hembras se consideraron las siguientes
variables: a) tiempo de permanencia en cada zona de eleccion (TZE), b) tiempo de
permanencia en la zona neutral (TZN), c) tiempo de interaccién con cada macho (TlI,
evaluado como el tiempo de interaccion frente al tabique divisor), d) numero de
entradas a cada zona de eleccion (Entradas ZE) y e) numero de interacciones con
cada macho (N°l). Se consideré el tiempo de asociacién de la hembra con cada uno

de los machos como indicador de sus preferencias, en base a Passos et al. (2013a).

Con el objetivo de evaluar el grado de selectividad en cada momento de la estacion
reproductiva, se establecié un criterio de eleccion de la hembra respecto al macho
dominante, definido como: [TZEy., / (TZEgm + TZE,,)] X 100. En los ensayos con un
indice de preferencia = 60%, se considerd preferencia por el macho dominante. En

los ensayos con un indice < 40% se considero preferencia por el subordinado. Por
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ultimo, cuando el indice de preferencia present6 valores entre el 40% y 60%, se
consideré que la hembra no consolidé su preferencia durante la duracion del

ensayo.

Por otro lado, se definié el macho preferido como aquel que presenté mayor tiempo
de visita por parte de la hembra en su zona de eleccion asociada, considerando el
tiempo total de visita a ambas zonas de eleccidén dentro de la duracion de la prueba.
Se calculd la fuerza de preferencia y de interaccién en funcion del TZE y el TI
respectivamente. La fuerza de preferencia por el macho dominante (FPD) fue
calculada como: TZE,,,-TZE,,, Yy la fuerza de preferencia por el macho preferido
(FPP) como TZEcterido~ T ZEnopreteriavo- Ademas, se calculo la fuerza de la interaccion
por el macho dominante (FID) como Tlgn-Tlsw, Y la fuerza de la interaccion por el

macho preferido (FIP) como Tl eterido=T lnopreferido.

Se registro el tiempo de actividad/inactividad de cada macho, y el periodo en cual no
fue visible (en relacion al angulo de ubicacion de las camaras durante el ensayo, el
macho pudo quedar parcial o totalmente oculto detras de los tabiques divisores),
considerando como actividad cualquier movimiento fluido dentro de la pecera,
incluyendo tanto desplazamientos como despliegues conductuales caracteristicos.
En base a dicha actividad, se calculd la tasa de actividad como [Tiempo de actividad
/ (Tiempo de actividad + Tiempo de inactividad + Tiempo no visible)] x 100. La
diferencia de actividad (DA) entre ambos machos estimulo fue calculada en base a
la tasa de actividad de cada uno, como la diferencia entre la tasa de actividad del
macho mas activo y la del menos activo. Por ultimo, el largo estandar de los

individuos fue extraido a partir de las fotografias utilizando el programa ImageJ y la
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asimetria de largo entre ambos individuos fue calculada como [(Lmachogrande~Lmachochico) /

Lmachogrande])-

Los datos obtenidos producto del procesamiento de los registros en video fueron
analizados utilizando el software RStudio. Para analizar los parametros definidos
dentro de un mismo momento de la estacidén reproductiva se utilizé la prueba de
t-Student y Wilcoxon para muestras pareadas. Para comparar los parametros entre
inicio y final de la estacién reproductiva se utilizaron las pruebas de t-Student,
Mann-Whitney y Chi cuadrado para muestras independientes. En todos los casos se

consideré un valor de p < 0,05 como umbral de significancia estadistica.
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RESULTADOS

La totalidad de las hembras focales utilizadas en los ensayos conductuales visitaron
activamente a ambos machos estimulo en los dos momentos de la estacidon
reproductiva y permanecieron alrededor el 80% del tiempo total de los ensayos en
las zonas de eleccion, sin diferencias entre el inicio y el final de la estacién (inicio:
1618,93 + 243,56 s; final: 1391,52 + 455,35 s; p = 0,146). En consonancia, el tiempo
de permanencia de la hembra focal en la zona neutra (TZN) tampoco fue diferente
en ambos momentos de la estacidon reproductiva (inicio: 407,68 + 140,64 s; final:
445,25 + 372,66 s; p = 1). Respecto al peso corporal las hembras, al inicio de la
estacién reproductiva fueron de menor peso que al final (inicio: 0,27 + 0,07 g; final:

0,34 + 0,07 g; p = 0,008).

Los estimulos presentados a las hembras fueron homogéneos en variables
morfométricas y comportamentales. El peso de los machos no presenté diferencias
entre ambos momentos de la estacion (inicio: 0,59 * 0,14 g; final: 0,63 £ 0,21 g; p =
0,287). La tasa de actividad de los machos dominantes y subordinados no presento
diferencias ni al inicio (dom: 40,70 £ 20,75%; sub: 29,73 + 19,31%; p = 0,1608) ni al
final (dom: 36,44 + 17,23%; sub: 25,35 + 15,18%; p = 0,109) de la estacién
reproductiva. Considerados en conjunto, los machos exhibieron similares tasas de
actividad al inicio y al final de la estacion (p = 0,428) y esta paridad se mantiene al
considerar a los machos de cada estatus por separado (dom: p = 0,5843; sub: p =

0,543).
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1. Preferencia de las hembras en funcién del estatus de dominancia a lo largo

de la estacion reproductiva

Al evaluar el comportamiento de las hembras durante las pruebas de eleccion
simultanea dentro de cada momento de la estacion, el cual refleja la preferencia de
las mismas, no se observaron diferencias en la eleccion por machos dominantes o
subordinados en ninguno de los parametros considerados (Fig. 4, Tabla 1): TZE
(inicio: p = 0,355; final: p = 0,249; Fig. 4a), numero de entradas a la ZE (inicio: p =
0,091; final: p = 0,803; Fig. 4b), Tl con cada macho estimulo (inicio: p = 0,213; final:
p = 0,410; Fig. 4c) y numero de interacciones con cada macho estimulo (inicio: p =
1; final: p = 0,813; Fig. 4d). A su vez, la preferencia de las hembras no mostré

diferencias significativas entre inicio y final de la estacion reproductiva (Tabla 1, Fig.

4).
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Fig. 4. Eleccion de las hembras en el sistema de eleccion dual frente a machos dominantes
(azul) y subordinados (rojo) al inicio y al final de la estacion reproductiva, evaluada en a)
tiempo de permanencia en cada zona de eleccion (TZE), b) numero de entradas a cada
zona de eleccion (Entradas ZE), ¢) tiempo en interaccion con cada individuo (T1) y d)
numero de interacciones con cada individuo (N°l). Se presenta la Media + SE.
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Tabla 1. Comparacion de las preferencias de la hembras entre los dos momentos de la

estacion reproductiva para cada estatus de dominancia: tiempo de permanencia en la zona

de eleccion (TZE), numero de entradas a la zona de eleccion (Entradas ZE), tiempo de

interaccion con cada macho (Tl) y numero de interacciones con cada macho (N°l). Pruebas

de t-Student y Wilcoxon para muestras no pareadas.

TZE (s) Entradas ZE Tl (s) N°l
Inicio 778,0 + 185,6 14,2+7,8 147,8 + 187,0 12,7+ 18,0
Media = SD
Macho Final 568,5 + 524,6 20,5+19,2 46,8 £ 105,3 11,2+ 154
dominante
p 0,470 0,332 0,121 0,822
Inicio 824,4 + 296,8 18,4 £ 12,0 64,2 +525 11,7 £ 10,2
Media = SD
Macho Final 823,0 + 418,9 20,0 + 19,0 39,9 + 60,5 10,1 + 15,3
subordinado
p 0,910 0,816 0,183 0,775

De acuerdo al criterio de eleccion definido, durante el inicio de la estacion 4 de las

12 hembras presentaron preferencia por uno de los machos estimulo (2 por el

macho dominante y 2 por el subordinado), mientras que al final el nUmero aumento

a 10 de 12 (2 por el macho dominante y 8 por el subordinado). La preferencia,

independiente del macho estimulo elegido, presentd diferencias significativas entre

ambos momentos de la estacion reproductiva (prueba de Chi cuadrado, p = 0,012),

con aumento de la preferencia por el macho subordinado al final de la estacion

(prueba de Chi cuadrado, p = 0,013) (Fig. 5).
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Fig. 5. Eleccion de las hembras sobre los machos estimulo en base al criterio de eleccion
establecido, durante el inicio y final de la estacion reproductiva. Criterio de eleccion:
[TZEdom / (TZEdom + TZEsub)] x 100. Para valores del indice 2 60% se considerd
preferencia por el macho dominante. Para valores < 40% se considero preferencia por el
subordinado. Para valores entre el 40% y 60%, se considerd que la hembra no consolido6 su
preferencia durante la duracion del ensayo.

La fuerza de preferencia por el macho dominante (FPD) no present6 diferencias
significativas entre el inicio y final de la estacién reproductiva (inicio: -62,85 + 419,80
s; final: -254,52 + 833,14 s; p = 0,237; Fig. 6a), al igual que la fuerza de la
interaccion por el macho dominante (FID; inicio: 73,99 + 193,72 s; final: 6,85 %

127,98 s; p = 0,329; Fig. 6b).
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Fig. 6. Fuerza de preferencia (a) y de la interaccién (b) por el macho dominante (FPD y FID
respectivamente) en el inicio (gris) y final (verde) de la estacion reproductiva. Se muestra la
Media + SE (prueba de Pearson).

Sin embargo, la fuerza de la preferencia por el macho preferido (FPP) fue mayor al
final de la estacion reproductiva (inicio: 326,80 + 253,05 s; final: 684,69 + 503,36 s; p
= 0,043; Fig. 7a). En este caso se defini6 al macho preferido como el macho
estimulo con el cual la hembra interactué mas del 50% del tiempo de visita total a
las zonas de eleccion. Por otro lado, la fuerza de la interaccion de la hembra con el
macho preferido (FIP) no presenté diferencias significativas entre el inicio y final de

la estacion (inicio: 139,88 + 148,85 s; final: 56,33 + 113,88 s; p = 0,138; Fig. 7b).
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Fig. 7. Fuerza de preferencia (a) y de la interaccion (b) por el macho preferido en el inicio
(gris) y final (verde) de la estacién reproductiva. Se muestra la Media + SE (prueba de
Pearson, * p < 0,05).

2. Asociacion entre la preferencia de las hembras y variables morfométricas y

conductuales a lo largo de la estacion reproductiva

La FPP y FIP no presentaron relacion con las variables morfométricas de la hembra
focal (peso, largo) en ninguno de los dos momentos de la estacion reproductiva
(Tabla 2). Sin embargo, la FIP se asocié positivamente con la asimetria en la
actividad de los machos estimulo al inicio de la estacion reproductiva, en tanto al
final de estacidon esta fuerza correlacioné con la asimetria en el peso corporal de los

machos (Tabla 3).
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Tabla 2. Correlaciones entre las fuerzas de preferencia y de la interaccién por el macho
preferido (FPP y FIP) y el peso y largo de las hembras focales, al inicio y final de la
estacion. Prueba de Pearson para muestras no pareadas.

Inicio Final
Peso (g) Largo (mm) Peso (g) Largo (mm)
Media = SD 0,27 £ 0,10 26,52 + 2,80 0,34 +£0,10 29,90 £ 2,20
R 0,066 -0,157 0,026 0,200
FPP
p 0,837 0,666 0,940 0,533
R -0,082 -0,064 0,187 0,273
FIP
p 0,679 0,856 0,432 0,217

Tabla 3. Correlaciones entre las fuerzas de preferencia y de la interaccién por el macho
preferido (FPP y FIP) y asimetria de peso (Asim. Peso), asimetria de largo (Asim. Largo) y
diferencia de actividad (DA) entre las diadas de machos estimulo, al inicio y final de la
estacion. Prueba de Pearson para muestras no pareadas

Inicio Final
Asim. Peso Asim. DA Asim. Peso Asim. DA
(%) Largo (%) (%) Largo (%)
Media + 6,95 5,06 19,30 8,91 4,45 22,57
sD + + + + + +
6,97 4,80 19,04 5,35 2,52 14,88
R 0,037 -0,147 -0,030 0,445 -0,075 -0,192
FPP
p 0,876 0,532 0,891 0,147 0,826 0,098
R -0,110 -0,366 0,601 0,5739 0,0181 -0,151
FIP
p 0,639 0,267 *0,039 *0,050 0,938 0,493

* Diferencia significativa
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DISCUSION

En esta investigacion las hembras adultas de A. reicherti reconocen la presencia de
machos detras de los tabiques divisores a partir de las pistas olfativas: visitan
activamente ambas zonas de eleccidn relacionadas a los estimulos, interactuan de
forma distinguible con ellos y se posicionan inmediatamente delante de los tabiques
moviéndose activamente, lo que sugiere que detectan la presencia de los machos al
otro lado de los divisores en ausencia de claves visuales. Este comportamiento se
observa tanto al inicio como al final de la estacion y revela la motivacion
reproductiva al encontrarse expuestas unicamente a pistas quimicas. Este resultado
condice con estudios previos que reportan que las hembras reconocen las sefales
quimicas de machos homoespecificos y son capaces de discriminar si las sefiales
olfativas provienen de hembras o de machos (Passos et al., 2013b). Ademas,
también se ha reportado que las pistas quimicas proveen informacion suficiente
para que las hembras distingan entre machos homo y heteroespecificos (Reyes et
al., 2018). Las interacciones observadas durante las pruebas permiten asegurar que
el disefio experimental es adecuado para evaluar el objetivo propuesto en este

trabajo.

En una primera evaluacion de las preferencias de las hembras, medida a través de
diversos parametros (tiempo de asociacion e interaccion, numero de entradas a
cada zona de eleccién y numero de interacciones con cada macho estimulo), no se
observaron diferencias en la eleccion entre machos dominantes y subordinados en
ninguno de los dos momentos de la estacion reproductiva. A su vez, estos
parametros no arrojaron diferencias en la selectividad al comparar el inicio con el

final de la estacion. Sin embargo, al utilizar el criterio de eleccion que considera la
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proporcion del tiempo total en las zonas de eleccion como indicador de preferencia
de la hembra por uno de los machos estimulo, se observé una diferencia en la
selectividad a lo largo de la estacién reproductiva. Hacia el final de la estacién una
mayor proporcion de hembras mostré clara preferencia por alguno de los machos
estimulo (10/12) respecto al inicio (4/12). En el mismo sentido, la fuerza de la
preferencia por el macho preferido (FPP) aumentd significativamente al final de la

estacion.

Los parametros cuantitativos de tiempo y frecuencia de interacciones utilizados para
determinar la eleccion de las hembras han sido ampliamente utilizados en peces en
similares disefos experimentales (McLennan, 2003; Wong & Jennions, 2003;
Shohet & Watt, 2004). En particular en Austrolebias, estos parametros han sido
validados como proxy de preferencias de apareamiento (Passos et al., 2013a,
2013b, 2014, 2019). La aparente contradiccién entre los dos criterios para
determinar la eleccion de las hembras y que los parametros usuales no hayan
logrado dilucidar la preferencia puede tener varias explicaciones. En primer lugar,
este analisis cuantitativo mostr6 una alta variabilidad intraespecifica y la
comparacién entre medias pudo enmascarar la manifestacién de eleccion por parte
de las hembras. Las sefales quimicas son compuestos altamente heterogéneos que
pueden proporcionar informacion sobre diferentes caracteristicas de los individuos
ademas del estatus de dominancia, como la identidad de la especie (McLennan,
2003; Kozak et al., 2009; Ward, 2014), el estado nutricional (Fisher & Rosenthal,
2006; Giaquinto, 2010) y la carga parasitaria (Poulin et al., 1999; Hughes &
Raldolph, 2001), por lo que es posible que las pistas quimicas emitidas por los

machos durante las pruebas sean portadoras de una amplia gama de informacién
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ademas del estatus de dominancia, informacién que puede intervenir en el
establecimiento de la preferencia sexual. En segundo lugar, es importante tener
presente que en este trabajo se suprimid el canal visual, mientras que en las
investigaciones que validan los parametros considerados en un disefio experimental
similar, se utiliza exclusivamente el canal visual o el conjunto de sefiales emitidas
por los machos como informacion de evaluacién (Wong & Jennions, 2003; Shohet &
Watt, 2004; Passos et al., 2014, 2019). En tercer lugar, en este estudio la asimetria
en el tamafo de los machos estimulo no superé el 10%, lo cual suprime otra arista
en la evaluacién por parte de las hembras, ya que en condiciones de asimetria
pronunciada prefieren a los machos de mayor tamafo corporal (Passos et al.,
2013a). En cuarto lugar, es posible que la duracién del ensayo (30 min) no sea
suficiente para captar el desarrollo de una eleccién en términos cuantitativos. Por
ultimo, durante la investigacion se utilizaron poblaciones naturales de diferentes
charcos temporales, por lo que es posible que las hembras expresaran estrategias
individuales relacionadas a su experiencia previo a la captura. Si bien el analisis de
las estrategias individuales excede este trabajo, la gran variabilidad en los

resultados observados podria ser un aspecto a explorar a futuro.

En contraposicion, el criterio de eleccion establecido permitié un analisis categorico
que arrojo otro tipo de informacién y fue mas exigente (se utilizan umbrales de 40 y
60% del TZE total para poder afirmar eleccion por el macho subordinado o
dominante respectivamente). En base a este criterio se aprecié una diferencia en los
patrones de eleccion entre ambos momentos de la estacién: i) las hembras
presentaron mayor selectividad hacia el final de la estacion reproductiva vy ii)

prefirieron asociarse a los machos subordinados en dicho momento. Los cambios en
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la eleccion sexual observados en base a este criterio se contraponen a la hipotesis
propuesta y también contradicen de forma parcial los antecedentes del modelo de
estudio. De acuerdo a Passos et al. (2014), la selectividad de las hembras
unicamente por el tamafo corporal utilizando sefiales visuales de los machos se
torna mas laxa hacia el final de la estacién. Esta contradicciéon entre los resultados
obtenidos y los antecedentes puede ser explicada por dos motivos: por un lado, y a
diferencia de Passos et al. (2014), en los ensayos realizados se restringio a las
hembras la posibilidad de realizar una evaluacion de las parejas en base al tamafio
corporal, pudiendo evaluar unicamente a través de pistas quimicas, de las que se
desconoce si transmiten esa informacion. Ademas, los machos estimulo
presentaron una asimetria corporal minima en ambos momentos de la estacion, lo
que sumado a la ausencia de evaluacién visual impidio la discriminacién por parte
de las hembras en base a este rasgo. Ademas, si bien los machos estimulo
utilizados en cada prueba de eleccion provienen de una contienda con resolucion de
jerarquia cuidadosamente validada al finalizar los encuentros agonisticos (aquellas
diadas donde no se logré establecer una clara resoluciéon de dominancia fueron
excluidas de las pruebas de eleccién), es importante destacar que los “sellos”
olfativos de dominancia y subordinacién de los machos pueden haberse diluido
durante el proceso de separacidn y manipulacion al colocarlos en el sistema de
eleccién y, por lo tanto, los machos pudieron presentar niveles de androgenos
similares al momento de comenzar la prueba. Los peces liberan subproductos
metabdlicos de las hormonas esteroideas que pueden funcionar como pistas
quimicas y ser detectados por las hembras (Sorensen & Stacey, 2004). Los machos
dominantes de A. reicherti mantienen un mayor nivel de andrégenos circulantes

respecto a los machos subordinados entre 30 y 60 min luego de la resolucion del
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encuentro agonistico (Reyes et al., 2021). Sin embargo, la dinamica de este sello
hormonal de dominancia mas alla de esta ventana temporal es aun desconocida, asi
como si la diferencia en la concentracion de andrégenos en sangre se ve reflejada

en los metabolitos de estas hormonas que son liberados al medio.

La plasticidad en la preferencia sexual de las hembras de A. reicherti a lo largo de
su ciclo de vida puede responder a que, ademas de los cambios en la demografia
de los charcos, los cambios en las condiciones ambientales jerarquizan el uso de
diferentes canales comunicativos (Wong et al., 2007; Reparaz et al., 2014). El canal
visual podria jugar un rol de mayor relevancia al inicio de la estacion, donde las
condiciones de turbidez son bajas y el nivel de agua mayor. Sin embargo, al final de
la estacidon, cuando el aumento de la turbidez del agua impide la comunicacion
visual, podria verse favorecido el uso del canal quimico (Reyes et al., 2017, 2021).
En A. reicherti, esta plasticidad de privilegiar diferentes canales comunicativos tiene
su correlato neuronal: las hembras son capaces de compensar condiciones
ambientales de bajos niveles de luz con un mayor desarrollo de las estructuras
encargadas de procesar la informacion olfativa y viceversa en condiciones de alta
luminosidad. En funcién de esta plasticidad, un mayor desarrollo de las estructuras
neurales asociadas al sistema olfativo permite una mejor capacidad de
reconocimiento de homoespecificos a través de pistas quimicas cuando la
informacion visual no se encuentra presente o es escasa, y lo contrario en
condiciones de alta luminosidad (Berrosteguieta et al., 2022). Respecto a la
plasticidad en las preferencias de apareamiento de las hembras, es posible que el
aumento del cortisol al final de la estacién reproductiva en consonancia con el

deterioro de la calidad ambiental de los charcos temporales actue como mediador

33



fisiologico de esta plasticidad: hacia el final de la vida, tanto machos como hembras
aumentan su inversion reproductiva aun a costa de la supervivencia (Passos et al.,

2021).

Ademas de que las hembras mostraron eleccion mas marcada hacia el final de la
estacion respecto al inicio, ésta estuvo orientada hacia los machos subordinados
(8/10). Este resultado sugiere la existencia de pistas quimicas asociadas al estatus
social en A. reicherti, y, al mismo tiempo, contradice la hipétesis planteada de una
preferencia sexual por los machos dominantes. En general, en diversas especies de
vertebrados las hembras suelen preferir asociarse a machos dominantes o
territoriales (Haley et al., 1994; Zedrosser et al., 2007; Castillo & Arce, 2021). Sin
embargo, en algunas especies, las hembras prefieren asociarse a machos
subordinados o de menor jerarquia social (Qvarnstrdom & Forsgren, 1998; Ophir &
Galef, 2003). De todos modos, es importante mencionar que el cuerpo de evidencia
existente en relacion a la capacidad de discriminar el estatus de dominancia de
homoespecificos en base unicamente a pistas quimicas se encuentra sesgado al
reconocimiento entre machos durante encuentros agonisticos (Schneider et al.,
1999; Aquiloni et al., 2012; Simdes et al., 2015), mientras que los antecedentes en
relacion a esta capacidad de reconocimiento en hembras son escasos (Kortet et al.,
2005; Rossi et al., 2019). Uno de los trabajos mas recientes en la tematica indica
que las hembras de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) son capaces de
discriminar el nivel de agresividad de machos dominantes unicamente en base a
pistas quimicas, prefiriendo a los machos con perfiles menos agresivos (Rossi et al.,

2019).
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En Austrolebias, los antecedentes indican que las hembras prefieren aparearse con
los machos de mayor tamafio (Passos et al., 2013a), siendo estos quienes tienen
mayor chance de resultar ganadores de un encuentro agonistico (Passos et al.,
2013a; Reyes et al.,, 2021). Los machos dominantes de A. reicherti exhiben altos
niveles de agresividad hacia otros machos, a los que contindan acosando incluso
luego de la resolucion del conflicto (Reyes et al., 2021) y, a su vez, experimentos
recientes muestran que los niveles de agresividad aumentan hacia el final de la
estacion (Reyes 2022, datos no publicados). Esta agresividad podria ser también
dirigida hacia las hembras (Ophir & Galef, 2003; Rossi et al., 2019). Por tanto, la
preferencia que muestran las hembras de A. reicherti por los machos subordinados
al final de la estacidon reproductiva podria estar asociada a la evitacién tanto de
potenciales heridas como de una sobrevigilancia por parte de los machos, tal como
sucederia al aparearse con un individuo dominante altamente agresivo (Qvarnstrom
& Forsgren, 1998; Moore & Moore 1999; Ophir & Galef, 2003; Bierbach et al., 2013;
Rossi et al., 2019). Por otro lado, la dominancia podria asociarse a una mayor carga
parasitaria, ya que mantener altas concentraciones de andrégenos representa un
costo para el sistema inmune siendo los individuos mas propensos a enfermedades
e infecciones (Wingdfield et al., 2001, Kurtz et al., 2007; Grear et al., 2009). En
machos subordinados de A. reicherti el resultado de una contienda agonistica
provoca el descenso de los niveles del androgeno 11-ketotestosterona (11KT)
(Reyes et al., 2021), lo que les permitiria mantener mejores niveles de defensa
contra patdégenos. Estos elementos podrian desestimular la percepcion del macho
dominante como un individuo valioso y explicar la preferencia por los machos
subordinados al final de la estacion. Por ultimo, también es importante destacar que

los rasgos seleccionados por la competencia entre machos (mayor agresividad,
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altos niveles de andrégenos, tamano, etc.) simplemente podrian no reflejar su
calidad genética y salud global, pudiendo las hembras basarse en otros rasgos para
definir su eleccion, eligiendo a machos de menor estatus social (Qvarnstrom &
Forsgren, 1998). Futuros estudios deberan abordar la relacién entre los androgenos
y el sistema inmune en relacion al estatus social en Austrolebias, asi como la

relacidn entre agresion, niveles de andrégenos y calidad genética.

Por ultimo, al inicio de la estacidn reproductiva, a medida que aumento la asimetria
entre la actividad desplegada por los machos estimulo detras del tabique divisorio,
aumentoé la fuerza de la interacciéon por el macho preferido (FIP). Esto implica no
solo mayor proximidad de las hembras con el macho preferido, sino una mayor
interaccion, un despliegue comportamental que claramente muestra la motivacion
sexual de las hembras. Si bien los machos dominantes y subordinados no
presentaron tasas de actividad estadisticamente diferentes entre si, si se registraron
diferencias en la actividad desplegada entre los machos de cada diada. Es posible
que esta minima diferencia genere mayor ventilacion de las pistas quimicas emitidas
por el individuo mas activo a través de los orificios del tabique divisorio y hacia el
compartimento central, favoreciendo la deteccion por parte de la hembra. Por el
contrario, en el final de la estacion la FIP se asocié positivamente con la asimetria
de peso entre los machos. Al igual que con la diferencia entre las tasas de actividad,
las diadas estimulo fueron pareadas con una diferencia de peso minima (< 10%), lo
que sugiere que las hembras son capaces de detectar estas sutiles diferencias en el
tamafno basandose unicamente en pistas quimicas y modular su tiempo de
asociacion con cada macho en base a las mismas. Ademas, es posible que las

asociaciones de la FIP con distintos parametros de los machos en cada momento
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de la estacion indiquen la adopcion de diferentes estrategias evaluativas por parte

de las hembras a lo largo de la estacién reproductiva (Passos et al., 2014, 2021).

En conclusion, los resultados de este trabajo sugieren que las pistas quimicas son
elementos fundamentales que las hembras integran en el proceso de eleccion de
pareja y que su uso ocurre a lo largo de toda la estacion reproductiva de la especie.
Ademas, sugieren i) la presencia de pistas quimicas indicadoras del estatus social
de los machos en A. reicherti, ii) una preferencia por machos subordinados al final
de la estacion reproductiva, vy iii) que la preferencia sexual por el estatus social de
las hembras basandose unicamente en informacién olfativa, presenta plasticidad
estacional. La preferencia por machos subordinados al final de la estacion podria
surgir como mecanismo para evitar machos con altos niveles de agresividad y/o una
mayor exposicion a patdégenos. Este trabajo es el primero en abordar la relacion
entre la competencia entre machos y la preferencia sexual de las hembras a través

de la comunicacion quimica en peces anuales.
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