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RESUMEN

La seleccidon sexual resulta en el éxito reproductivo diferencial entre los individuos de un
mismo sexo y se manifiesta a través de la competencia (seleccion intrasexual) o a través de la
eleccién de pareja (seleccion intersexual). Constituye un tema de activa investigacion y ha
tenido un importante desarrollo tedrico y empirico en los ultimos afos, con especial énfasis en
el seno del conflicto sexual, la seleccién intersexual en base a multiples caracteres, la
plasticidad adaptativa en las preferencias de apareamiento, y la especiacién. En esta tesis se
abordaron experimentalmente estos cuatro tépicos de debate actual, en los peces anuales del
género Austrolebias. El marcado dimorfismo sexual sugiere que la seleccién sexual modela el
comportamiento reproductivo de este grupo de peces. Adema3s, la elevada turbidez propia de
los charcos temporales donde habitan estos organismos dificulta el contacto visual, lo cual
sugiere que otras modalidades sensoriales podrian también estar involucradas durante la
reproduccion. Por otra parte, el particular ciclo de vida combinado con la intensa variacion
temporal en diversos factores ecoldgicos que caracteriza al habitat de los peces anuales,
ofrecen novedosas y propicias condiciones para investigar la variaciéon estacional en la
intensidad de la seleccién sexual. Por uUltimo, el escenario de especiacién simultanea y multiple
junto a las diferencias en la pigmentacién en los machos, convierte al género Austrolebias en
un excelente modelo para investigar el papel de la seleccion sexual en el proceso de

especiacion.

La presente tesis tuvo como objetivo evaluar la eleccidn de pareja en las hembras y la
competencia entre los machos, y determinar los caracteres involucrados en estos
comportamientos en la diada de especies A. reicherti y A. charrua. Ademas, se propuso
determinar la naturaleza del aislamiento reproductivo entre ambas especies, con el fin de
poner a prueba los modelos de reforzamiento y de especiacidn por seleccidn sexual. Para ello,
primero se valoré la seleccidn sexual sobre el tamafio corporal de los machos de A. charrua a
través de la preferencia de apareamiento de las hembras, la competencia entre machos, y su
interaccion. Segundo, se evalud la presencia de comunicacidn quimica en el comportamiento
reproductivo de A. reicherti. Para ello se investigd si las hembras responden a pistas quimicas
liberadas por los machos, evaluando a su vez la naturaleza de las mismas mediante el
fraccionamiento de acuerdo a la polaridad. Tercero, se valord la variacion temporal de la

seleccidn sexual mediante el estudio experimental de la preferencia de apareamiento de las



hembras de A. reicherti a lo largo de la estacidon reproductiva. Cuarto, se investigd la
hibridacion entre A. charrua y A. reicherti desde una perspectiva morfoldgica y a través de la
experimentacién en cautiverio. Por ultimo, se evalud el grado de aislamiento reproductivo
entre estas especies, investigando en el laboratorio el sistema de sefiales de apareamiento
como mecanismo de aislamiento reproductivo y la existencia las barreras post-apareamiento

mediante estimaciones de performance reproductiva.

Este estudio determind que en A. charrua, la seleccion intra e intersexual actian en
concierto con respecto al tamafio corporal de los machos. Ademads, se puso en evidencia que
los machos de A. reicherti liberan sefiales quimicas que provocan cambios comportamentales
en las hembras de su especie. Por otra parte, se constatd la existencia de plasticidad en la
preferencia de apareamiento de las hembras de A. reicherti en consonancia con cambios
demograficos ocurridos durante el transcurso del ciclo reproductivo. Por ultimo, se sugiere que
A. charrua y A. reicherti hibridan en la naturaleza, que existe desventaja en la performance
reproductiva de los individuos hibridos y que el asilamiento sexual es mds pronunciado en la
zona de solapamiento de la distribucion de ambas especies. En conjunto, estos resultados
indican la incidencia de la seleccidn sexual en la dindmica reproductiva de estas especies de
peces anuales y sugieren que la naturaleza del aislamiento reproductivo entre A. charrua y A.
reicherti es congruente con el modelo de reforzamiento. Los resultados de esta tesis ponen de
manifiesto la importancia de consolidar a estos peces anuales como modelo para el estudio de
la seleccién sexual y enfatizan la inclusidn de A. charrua y A. reicherti (particularmente de la

zona de contacto) en un programa de conservacion prioritario.

Esta tesis fue financiada por el Programa de Desarrollo de las Ciencias Bésicas (PEDECIBA), la
Agencia Nacional de Investigacion e Innovacién (ANII) y la Comision Sectorial de Innvestigaciéon

Cientifica (CSIC).



INTRODUCCION GENERAL

La seleccidon sexual (Darwin 1871) resulta en el éxito reproductivo diferencial entre los
individuos de un mismo sexo, siendo una fuerza determinante en la evolucién de rasgos
sexualmente dimdrficos y de mecanismos cognitivos, y su accién afecta a su vez la estructura
genética de las poblaciones (Andersson 1994). Se manifiesta a través de la competencia directa
entre miembros de un mismo sexo (seleccidn intrasexual) o a través de la atraccion de un sexo
por el otro (seleccidn intersexual) (Wilson 1980). Las hembras realizan una gran inversion
energética en la formacién de gametos y su potencial reproductivo estd a menudo limitado por
la disponibilidad de recursos. Por el contrario, el nimero de espermatozoides que pueden
producir los machos raramente limita el éxito reproductivo de éstos. Como consecuencia, las
hembras a menudo son selectivas en su decisién de apareamiento, mientras que los machos
generalmente compiten activamente por el acceso a parejas o a recursos necesarios para
atraerlas (Andersson 1994). Si bien tradicionalmente se postula que los machos no ejercen
seleccidon y maximizan su éxito reproductivo al aumentar el nimero de cdépulas frente a la
calidad de las parejas (Bateman 1948), aproximaciones tedricas también sugieren la ocurrencia
de eleccion mutua aun en especies donde cada uno de los sexos se ajusta a los roles

convencionales (Bergstrom & Real 2000, Kokko & Johnstone 2002, Edward & Chapman 2011).

En los procesos de seleccidn intersexual, los individuos basan su eleccién en sefiales
indicadoras de la calidad de las parejas potenciales (Darwin 1871, Andersson 1994). Los
beneficios de la selectividad reproductiva, podrian relacionarse directamente con la
supervivencia o la fecundidad. Asi, por ejemplo, la seleccién favorecerd las preferencias de
apareamiento con individuos de gran fertilidad, o que provean mayor cantidad de recursos y
cuidado parental (Andersson 1994). Por otra parte, la eleccion de pareja podria ser adaptativa
en funcion de los beneficios indirectos alcanzados mediante el apareamiento con
determinados individuos: producciéon de descendencia con genotipos que incrementen la
viabilidad (modelo de “buenos genes” Zahavi 1975) o la mera atractividad para los miembros
del sexo opuesto (“corrida” de Fisher 1930), estableciendo una correlacién genética entre la
preferencia de apareamiento y el cardcter seleccionado (Andersson 1994). Por ultimo, es
posible que las preferencias de apareamiento se hayan originado por otras razones que la
obtencidn de beneficios directos e indirectos. La eleccién podria responder a un sesgo

sensorial preexistente que ha evolucionado en un contexto diferente al reproductivo, tal como



la evasidn de predacion o el forrajeo (modelo de explotacidn sensorial, Endler & Basolo 1998).
Todos los mecanismos mencionados pueden actuar aislados o, mas probablemente,
combinados entre si determinando la evolucidén de la eleccién de pareja y de los caracteres

sexuales (Kokko et al. 2003).

El andlisis de diferentes aspectos de la seleccién sexual ha tenido un importante
desarrollo en las ultimas dos décadas, con especial énfasis en el seno del conflicto sexual
(Andersson & Simmons 2006), la seleccién intersexual en base a multiples caracteres (Candolin
2003), la plasticidad adaptativa en las preferencias de apareamiento (Forsgren et al. 2004), y la

especiacion (Ritchie 2007).

Los componentes intra e intersexuales de la seleccion

Un aspecto de la teoria de la seleccion sexual que ha recibido especial interés en los ultimos
afios ha sido el papel que juega la interaccion entre la competencia y la eleccién de pareja en
la evolucidon de los caracteres sexuales (Wong & Candolin 2005). Aunque la evolucion de
ciertos caracteres puede ser impulsada exclusivamente por la seleccién intra o intersexual,
generalmente ambos componentes actlan en simultaneo sobre los mismos rasgos (Andersson

1994, Qvarnstrom & Forsgren 1998, Moore & Moore 1999, Maynard-Smith & Harper 2003).

Tradicionalmente se ha asumido que las dos fuerzas actuan al unisono, y que operan
mediante un proceso de reforzamiento mutuo promoviendo la expresion de los mismos
caracteres en los machos (Berglund et al. 1996, Wiley & Poston 1996, Arnqvist & Rowe 2005).
La eleccion de las hembras deberia reforzar la accion de la seleccién intrasexual cuando los
rasgos favorecidos por la competencia macho-macho estan correlacionados con beneficios
directos o indirectos que las hembras obtienen al aparearse con esos individuos (Robinson et
al. 2011). En este sentido, ha sido ampliamente documentada la eleccién de las hembras en
base a caracteres indicadores del estatus de dominancia de los machos (Candolin 1999, 2000,
Doutrelant & McGregor 2000, Berglund & Rosenqvist 2001, Kortet & Hedrick 2005, para una
revisién de los beneficios de apareamiento con el macho dominante ver Wong & Candolin

2005).

Sin embargo, la eleccidn de las hembras en base a las habilidades de lucha de los
machos podria estar menos extendida de lo que se ha asumido tradicionalmente. En términos
de optimizacién de la eficacia, el apareamiento con machos dominantes no implica

necesariamente que la hembra obtenga mayores beneficios (Qvarnstrom & Forsgren 1998). En



este sentido, la evidencia empirica indica que en muchos casos ambos componentes de la
seleccidn sexual ejercen presiones selectivas opuestas sobre un mismo caracter (revisado en

Arnqvist & Rowe 2005).

La eleccion de pareja en base a multiples caracteres

La eleccidn de pareja basada en multiples caracteres, mas que en uno solo, ha sido un tema
generador de reciente investigaciéon en el marco de la seleccién sexual (Candolin 2003,
McLennan2003). A menudo, los despliegues sexuales son de alta complejidad e involucran
distintas sefales de una misma o de multiples modalidades sensoriales (Hebets & Papaj 2005,

Taff et al. 2012).

Se han propuesto diversas razones para explicar la utilizacidon de sefiales combinadas
(revisado en Candolin 2003, van Doorn & Weissing 2004). De acuerdo a la hipétesis de
multiples mensajes, las distintas sefiales indican diferentes cualidades de la pareja (Mgller &
Pomiankowski 1993, Johnstone 1997). Por otra parte, la hipdtesis de redundancia propone que
todas las sefiales reflejan la misma cualidad y que la utilizacidon de multiples sefiales asegura la
correcta valoracion de la pareja (Mgller & Pomiankowski 1993, Johnstone 1997). A su vez,
diversas sefiales podrian haber evolucionado como eficaz barrera para prevenir la hibridacién.
Bajo algunas circunstancias, la seleccion sexual y el reconocimiento especifico pueden estar en
conflicto directo. Muchos estudios han demostrado que la preferencia direccional por un
caracter elaborado de un macho puede reducirse o incluso desaparecer en poblaciones donde
ese caracter es compartido por heteroespecificos simpatridos (Pfennig 2000, Collins & Luddem
2002, Pryke & Andersson 2008). Cuando este compromiso se presenta en un caracter unico,
las hembras pueden considerar caracteres adicionales para evitar el conflicto entre la eleccion
de pareja intra e interespecifica (Crapon de Caprona & Ryan 1990, Gerhardt 2001, Rosenthal &
Ryan 2011). Por ultimo, las sefiales formadas por componentes de diferentes modalidades
sensoriales podrian potenciar la deteccién, reconocimiento y discriminacién de la sefial a
través de la facilitacidn intersensorial (Candolin 2003). Recientemente se ha reconocido que la
habilidad de las hembras de detectar y evaluar diferentes sefiales es dependiente del contexto.
En muchos casos, la importancia relativa y el nimero de sefiales valoradas por las hembras
durante la eleccién de pareja varian de acuerdo a las condiciones ambientales y el contexto
social (Jennions & Petrie 1997, Mgller et al. 1998, Kodric-Brown & Nicoletto 2001, Uy & Safran
2013).
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En consecuencia, el efecto del uso de mdultiples sefiales (particularmente sefiales
multimodales) sobre la seleccion sexual constituye otro topico de interés y fuente de discusion

actual.

Variacion en la intensidad y direccion de la seleccion sexual

Tradicionalmente, las preferencias de apareamiento han sido consideradas como caracteres
fijos y uniformes dentro de las especies. Sin embargo, estudios tedéricos y empiricos han
demostrado que la fuerza y la direccion de la seleccién sexual pueden variar en el tiempo y/o
el espacio, si cambian las condiciones ambientales, demograficas o las propiedades intrinsecas
de los individuos (Kvarnemo & Ahnesjo 1996, Jennions & Petrie 1997, Cunningham & Birkhead
1998, Widemo & Saether 1999). En diversos taxa se ha documentado variacion a lo largo de la
estacién reproductiva en la direccién y/o intensidad de los distintos componentes de la
seleccidn sexual (Jennions & Petrie 1997, Qvarnstrom 1999, Jann et al. 2000, Prohl 2002,
Forsgren et al. 2004, Borg et al. 2006, Cockburn et al. 2008, Kasumovic et al. 2008, Reichard et
al. 2008). El estudio de la variacidn estacional de la seleccion sexual es relevante dado que la
seleccion neta a lo largo de la vida de un individuo es la que en ultima instancia determina la

evolucidn de caracteres particulares (Preziosi & Fairbairn 2000, Cornwallis & Uller 2010).

Diversos factores ecoldgicos pueden influir en la intensidad y en la direccion de la
seleccién sexual, tales como la condicién individual (Hunt et al. 2005, Burley & Foster 2006), la
disponibilidad de recursos (Fisher & Rosenthal 2006, Moskalik & Uetz 2011), la presién de
predacion (Evans et al. 2004), la intensidad de parasitismo (Lozano 1994, Olson & Owens
1998), y la estructura poblacional (Kvarnemo et al. 1995). Asi, por ejemplo, se predice menor
selectividad en las hembras cuando los costos de busqueda son altos o la densidad de parejas
potenciales es baja (Howard & Young 1998, Jirotkul 1999a), en cambio la selectividad se
incrementard si aumenta la variabilidad en la calidad de los machos (Kvarnemo & Forsgren
2000). Uno de los factores determinantes sobre el modo y la fuerza de la seleccion sexual es la
relacion operacional de sexos (ROS) (Owens & Thompson 1994), definida como la relacion
machos/hembras aptos para reproducirse en un momento dado (Emlen & Oring 1977).
Cambios en la ROS pueden alterar tanto la seleccidn intrasexual como la seleccidon intersexual,
asi como también las tdacticas reproductivas de ambos sexos (Spence & Smith 2005, Fitze & Le
Galliard 2008, Wacker et al. 2013). Ademas, estudios tedricos y empiricos han demostrado que
la densidad poblacional puede influir en el comportamiento, las estrategias reproductivas y la
intensidad de la seleccién sexual (Jirotkul 1999b, Kokko & Rankin 2006). En muchos casos se ha

documentado variacién en diversas variables ecolégicas y patrones demograficos a lo largo de
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la estacién reproductiva y por lo tanto, la relacion costo-beneficio de ejercer eleccidn podria
variar temporalmente (Jennions & Petrie 1997, Qvarnstrom 2001). De acuerdo a estas
condiciones, podria favorecerse la plasticidad adaptativa de las preferencias y de los niveles de

selectividad de las hembras (Qvarnstrém et al. 2000).

Durante muchos anos, uno de los temas de mayor controversia en ecologia evolutiva
ha sido la persistencia de la variacion heredable de los caracteres sexualmente seleccionados.
De acuerdo con los modelos evolutivos tradicionales de la eleccion de pareja, las hembras
seleccionan machos que poseen recursos de alta calidad, buenos genes o tendencia a
engendrar hijos atractivos. Se espera, que bajo un régimen de seleccién direccional provocado
por la eleccidn de las hembras sobre los caracteres sexuales masculinos, los alelos beneficiosos
se fijen en las poblaciones y por lo tanto se reduzca la variacidon genética de los caracteres.
Consecuentemente, los beneficios resultantes de la eleccidon de las hembras desapareceran
gradualmente. Esta disminucidn potencial de la eleccién de las hembras fue llamada “paradoja
del lek” (Kirkpatrick & Ryan 1991, Rowe & Houle 1996, Kotiaho et al. 2001, Houle &
Kondrashov 2002, Kokko et al. 2003). Sin embargo, esta prediccién no se ajusta a la realidad,
ya que los datos empiricos sugieren que la variacién genética heredable, tanto en la eleccidon
de las hembras como en los caracteres de los machos, es generalizada. La interaccién entre la
seleccidn intra e intersexual, la eleccién en base a multiples caracteres, y la variacién espacio-
temporal de la seleccidén sexual han sido algunos de los mecanismos propuestos para resolver
la aparente paradoja. La accién antagdnica de la preferencia de las hembras y la competencia
entre los machos podria ser una fuerza que impide la fijacion de alelos, especialmente si la
importancia relativa de las dos componentes varia en el espacio o en el tiempo (Roff 1997,
Moore & Moore 1999). Ademas, la reduccion en la fuerza de la seleccién sobre un caracter en
particular debido al uso de multiples seiales, también podria contribuir al mantenimiento de
la variacién. Por ultimo, se mantendra la variacion genética de los caracteres sexuales cuando
los beneficios de la eleccion de pareja dependan del ambiente o de la propia condicidn de la

hembra (Jennions & Petrie 1997).

Seleccion sexual y especiacion

La seleccidn sexual es foco de investigacion en el marco de la discusién moderna sobre los
procesos de especiacion (Panhuis et al. 2001, Ritchie 2007). Aunque su influencia en la
evolucidn intrapoblacional ha sido ampliamente reconocida, la seleccion sexual ha sido
recientemente invocada como una fuerza conductora de la especiacion. La especiacién por

seleccidn sexual ocurre cuando un cambio paralelo en las preferencias y caracteres sexuales
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dentro de una poblacién conducen al aislamiento precopulatorio entre poblaciones (Lande

1981), y cuando esto es la causa primaria del aislamiento reproductivo.

Las fuerzas evolutivas capaces de producir cambios vinculados a los sistemas de
sefiales de apareamiento, juegan un rol importante en el establecimiento de barreras para el
intercambio de genes entre poblaciones e inciden por lo tanto en los procesos de especiacion
(Butlin & Ritchie 1994). En particular, la seleccion sexual tiene un alto potencial para la
formacidén de nuevas especies porque afecta directamente caracteres que influyen en el éxito
reproductivo y en el sistema de reconocimiento de pareja (West-Eberhard 1983, Sampson
1999). Modelos recientes sugieren que el aislamiento reproductivo puede evolucionar
rapidamente con muy poco cambio genético (Turner & Burrows 1995, Higashi et al. 1999,
Dieckmann & Doebeli 1999, Kondrashov & Kondrashov 1999, Kirkpatrick & Ravigné 2002). La
rapida divergencia puede ser facilitada a través del desarrollo de una correlacién genética
entre las preferencias y los caracteres sexuales, donde la seleccion sexual sera directamente
responsable de la especiacidon. De esta forma, la restriccion del flujo génico interespecifico

puede ser una consecuencia incidental de la seleccién sexual operando dentro de las especies.

Si la especiacién es generada por seleccion sexual, es de esperar que las especies
cercanamente emparentadas difieran marcadamente en los caracteres sexuales y en sus
preferencias, y que estas diferencias sean la mayor causa del aislamiento. Sin embargo, puede
ser dificil de excluir la posibilidad de que el propio reconocimiento especifico haya sido una
fuerza importante en modelar el cambio observado en los caracteres sexuales y las
preferencias (Ritchie 2007). El reconocimiento especifico es importante cuando existe un
aislamiento postcopulatorio, a través del cual los apareamientos heteroespecificos producen
una descendencia relativamente inviable o estéril. Los rasgos que facilitan el reconocimiento
especifico podrian entonces divergir bajo seleccidn cuando las poblaciones solapan sus rangos
de distribuciéon. De esta forma, el reforzamiento podria conducir el cambio en los caracteres
sexuales y en las preferencias de las poblaciones en respuesta a la seleccion contra
apareamientos interespecificos desventajosos, eliminando el rol directo de la seleccidén sexual

(Dobzhansky 1940, Servedio & Noor 2003).

El papel de la seleccion sexual en la especiacidn es fuente de controversia en biologia
evolutiva. La teoria proporciona una variedad de mecanismos mediante los cuales la seleccidn
sexual puede provocar o facilitar la especiacion (Lande 1981, Servedio 2007, Uyeda et al. 2009,
van Doorn et al. 2009, Servedio et al. 2011). Sin embargo, la teoria también provee

argumentos solidos de apoyo a la idea de que la seleccidon sexual rara vez conduce a la
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especiacidén por si misma, especialmente en simpatria (Ritchie 2007). Por otro lado, existen
pocos estudios empiricos que respalden a los modelos propuestos (Boughman 2001,
Seehausen et al. 2008, revisado en Mann & Seehausen 2011) y no es posible evaluar la
frecuencia con que la especiacidon por seleccidén sexual ocurre realmente en la naturaleza.
Algunos de los grupos que han sido estudiados en este sentido son los ciclidos de los grandes
lagos del Este africano (Seehausen et al. 1997), las moscas del género Drosophila (Boake 2000)

y los peces del género Gasterosteus (Boughman 2001), entre otros.

Austrolebias como modelo biolégico

Los peces anuales del género Austrolebias (Cyprinodontiformes, Rivulidae) poseen un ciclo de
vida muy particular que consiste en la deposicidn, por parte de los adultos, de huevos con
resistencia a la desecacidn en el fondo de los charcos temporales que habitan (Simpson 1979).
Estos huevos presentan una capa coridnica externa extremadamente gruesa y ornamentada
que los aisla del medio externo adverso (Simpson 1979, Loureiro & de S& 1996, 2000). La
desaparicidon de las masas de agua temporales durante los periodos de desecacion (primavera-
verano), se acompafia de la muerte masiva de las formas adultas. La capacidad de las
poblaciones de resistir a los ciclicos eventos de desecamiento se centra en la facultad de los
embriones de atravesar hasta tres periodos de diapausa (Wourms 1972a,b, Berois et al. 2012)
lo que les permiten retrasar el tiempo de desarrollo hasta el momento en que las condiciones
ambientales son nuevamente propicias para la eclosion de los alevines. Estos organismos
poseen adaptaciones fisioldégicas y comportamentales a charcos efimeros, y por lo tanto a una
variacion extrema en las condiciones ambientales, tales como la temperatura, el nivel de
oxigeno y la disponibilidad de alimentos (Berois et al. 2012). Ademas, presentan una elevada
tasa metabdlica que les permite alcanzar la madurez sexual rapidamente luego de la eclosién,
en algunos casos solamente 4 semanas después del nacimiento (Cardozo 1999). Una vez
adultos, los peces se reproducen constantemente hasta su muerte, la cual ocurre poco antes de
que los charcos se sequen, posiblemente debido al aumento de la temperatura al final de la
primavera (Simpson 1979, Errea & Danulat 2001) y la concomitante disminucion de la
concentracidn de oxigeno en estos pequefios y someros cuerpos de agua. Presentan
fecundacion externa y el comportamiento reproductivo consiste en el despliegue de conductas
de atraccion y respuesta por parte del macho y la hembra, y culmina con el enterramiento total
o parcial de la pareja con el fin de depositar los huevos dentro del sustrato (Vaz-Ferreira et al.
1964, Belote & Costa 2002, Garcia et al. 2008). Poseen un alto potencial reproductivo, y en

condiciones de laboratorio las hembras desovan de 20 a 100 huevos diarios hasta la
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senescencia (Wourms 1967). Este particular ciclo de vida no esta presente en todos los taxa de
la familia Rivulidae ni es exclusivo a la misma, ya que al menos dos géneros africanos de la
familia Aplocheilidae son anuales (Wourms 1964, 1967, Wourms 1972a,b,c). Este hecho ha
generado controversias acerca del origen Unico o multiple e independiente del anualismo como

estrategia de vida (Costa 1998, Murphy et al. 1999, Hrbek & Larson 1999).

El género Austrolebias incluye aproximadamente 40 especies de peces anuales
distribuidas en los ambientes temporales de las cuencas del Rio Parand medio y bajo, el Rio
Uruguay vy el sistema Los Patos-Merin (Costa 2006, Loureiro et al. 2011). En este ultimo sistema
es donde se encuentra el mayor nimero de especies endémicas de peces anuales de la region
subtropical (Costa 2002). Una de las principales razones propuestas para explicar la elevada
diversidad encontrada en esta area, es la compleja historia geomorfolégica de la regidn, la cual
ha estado sujeta a transgresiones y regresiones marinas al menos desde el Mioceno, entre 15y
30 millones de afios atrds (Sprechmann 1978). La ultima de estas transgresiones es muy
reciente y data de solamente 5 mil afios atrds (Garcia-Rodriguez et al. 2002, Garcia-Rodriguez &
Witkowaki 2003). Es probable que estos cambios hayan afectado la historia evolutiva de los

peces anuales de esta region (Garcia et al. 2000, 2001, Loureiro & Garcia 2006).

El complejo de especies "A. adloffi", grupo monofilético formado por 6 especies (Costa
2002, Garcia 2006), se caracterizan por un marcado dimorfismo sexual y sus especies se
diferencian basicamente por el patrén de coloracion de los machos, mientras que las hembras
son similares entre si y relativamente cripticas (Loureiro 2004, Costa 2006). De acuerdo a
Garcia (2006) el complejo de especies "A. adloffi" se habria diferenciado recientemente,
posiblemente mediante un proceso de especiacidon simultanea y multiple asociada a eventos
de reticulacion. Este escenario, junto con las diferencias en los patrones de pigmentacion en
los machos y el marcado dimorfismo sexual en morfologia y comportamiento reproductivo de
estas especies, sugiere que la seleccidn sexual pudo estar en la base de la rapida diferenciacion
fenotipica y especiacién. Dentro de este complejo, A. charrua y A. reicherti son dos especies
hermanas de divergencia reciente, endémicas del sistema Los Patos-Merin, que presentan una
distribucidn parapatrida (Garcia et al. 2009). Austrolebias charrua se encuentra desde el Rio
Cebollati hasta la cuenca de la Laguna Negra y sureste de la cuenca de la Laguna Merin (Costa
& Cheffe 2001, Loureiro 2004), mientras que A. reicherti se distribuye desde el Rio Yaguardn
hasta el Rio Cebollati (Loureiro & Garcia 2004, Garcia et al. 2009). La distribucién de estas
especies presenta una zona de contacto en la parte baja de la cuenca del Rio Cebollati (Garcia

et al. 2009). Al igual que el resto de las especies del complejo, A. charrua y A. reicherti se
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diferencian basicamente por el patrén de coloracion de los machos mientras el
comportamiento reproductivo es cualitativamente similar en ambas especies (Garcia et al.
2008). Los machos de ambas especies se distinguen en base al disefio de bandas verticales

oscuras y a la pigmentacion de las aletas impares (Loureiro & Garcia 2008) (Figura 1).

El dimorfismo sexual en el tamafio, la pigmentacién y el comportamiento, sugiere que
la seleccidon sexual modela el comportamiento reproductivo de estas especies (Andersson
1994). Aunque estas caracteristicas indican que las sefiales visuales juegan un rol importante
en la eleccién de pareja, la elevada turbidez propia de los charcos donde habitan estos
organismos dificulta el contacto visual, lo cual sugiere que otras modalidades sensoriales
podrian también estar involucradas durante la reproduccion. Por otra parte, la particular
historia de vida combinada con la intensa variacidon temporal en diversos ejes ambientales que
caracteriza al hdbitat de este grupo de peces (Williams 2006), ofrecen novedosas y propicias
condiciones para investigar causas y consecuencias de la plasticidad adaptativa de los niveles
de selectividad y preferencias de apareamiento, y por lo tanto en las oportunidades para la
seleccidn sexual. Por Ultimo, el escenario de especiacion simultanea y multiple (Garcia 2006)
junto a las diferencias en la pigmentacién en los machos, convierte a ese grupo de peces en un

excelente modelo para investigar el rol de la seleccidn sexual en el proceso de especiacion.

16



FIGURA 1. Ambiente temporal tipico de los peces anales durante la estacion lluviosa (a) y el periodo de
desecacion (b). A la derecha se observan ejemplares adultos de Austrolebias charrua y A. reicherti:
hembra A. charrua (c), macho A. charrua, (d) macho A. reicherti (e) y hembra A. reicherti (f).
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HIPOTESIS GENERAL DE TRABAJO

El marcado dimorfismo sexual en el tamafio corporal, la pigmentacién del cuerpo y el
comportamiento, junto con el particular ciclo de vida de Austrolebias, fundamentan la
hipétesis de que la seleccidn sexual incide en la dinamica reproductiva en este grupo de peces.
Asimismo, el escenario de especiacién simultdnea y multiple planteado para el complejo de
especies “A. adloffi” conjuntamente con que los machos de A. reicherti y A. charrua se
distinguen basicamente por el patrén de pigmentacion, sugieren que la seleccion sexual es

responsable de la divergencia entre estas dos especies.

OBJETIVOS

1. Evaluar las preferencias de apareamiento en las hembras y la competencia entre los
machos, y determinar los caracteres involucrados en estos comportamientos en la diada de

especies A. reichertiy A. charrua. Especificamente:

a) Determinar el efecto del tamafio corporal de los machos sobre la eleccién de las hembras y

la competencia intrasexual, y la interaccién entre ambos mecanismos de seleccién.

b) Evaluar la existencia de comunicacién quimica en el comportamiento reproductivo.

c) Establecer el patrén temporal en la intensidad de la seleccidn sexual y su relacién con la

proporcién sexual.

2. Determinar la naturaleza del aislamiento reproductivo entre A. reichertiy A. charrua, con el
fin de poner a prueba el modelo de especiacidon por seleccion sexual en este grupo de peces.

Especificamente:

a) Determinar la existencia de hibridacidn en cautiverio y en la naturaleza.

b) Evaluar el sistema de sefales de apareamiento como mecanismo pre-apareamiento de

aislamiento reproductivo, comparando areas de contacto versus areas de alopatria.

c) Evaluar los mecanismos de aislamiento reproductivo post-apareamiento, mediante

estimaciones de fecundidad, eclosidn, viabilidad y tasa de crecimiento.
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Con el propdsito de desarrollar este sistema modelo, esta tesis aborda
experimentalmente cuatro tdpicos de debate y controversia actual en la investigacion sobre la
seleccidn sexual. La estructura de la tesis ordena los experimentos realizados y los resultados
obtenidos en capitulos que habilitan la lectura independiente de cada uno de ellos. El capitulo 1
trata sobre la interaccion de los dos componentes de la seleccidn sexual — la eleccidn de pareja
y la competencia intrasexual. En el capitulo 2 se explora la multimodalidad de las senales
reproductivas. En el capitulo 3 se investiga la variacién estacional de la seleccion sexual y por
ultimo, en los capitulos 4 y 5 se evalua el rol de la seleccidn sexual en el proceso de especiacion.
Especificamente, en el capitulo 4 se explora la existencia de hibridaciéon, mientras que el

capitulo 5 se evalua la naturaleza del aislamiento reproductivo entre A. reichertiy A. charrua.
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CAPITULO 1.

Seleccidn intra e intersexual sobre el tamafio corporal de

los machos
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INTRODUCCION

La seleccién sexual es un mecanismo por el cual se produce un éxito reproductivo diferencial
entre los individuos de un mismo sexo, y tipicamente actia en mayor medida sobre los machos
debido a la diferencias sexuales en la inversién de recursos en la formacion de gametos y en
las estrategias de busqueda de pareja (Kokko et al. 2006). Aunque la evolucidon de ciertos
rasgos puede ser promovida exclusivamente por uno de los dos componentes de la seleccién
sexual, a menudo ambos factores estan involucrados tanto en las decisiones de apareamiento
de las hembras como en el resultado de las contiendas entre los machos (Qvarnstrom &

Forsgren 1998, Moore & Moore 1999, Candolin 2004).

La evidencia empirica sugiere que la seleccidén sexual via competencia intrasexual y via
eleccién de pareja, podria actuar de manera opuesta sobre los mismos atributos (revisado en
Arngvist & Rowe 2005) y el resultado neto es reflejo del balance entre ambas fuerzas. En
muchos casos, sin embargo, la seleccion intra e intersexual tiene efectos complementarios,
promoviendo la expresién de los mismos rasgos en los machos (Wong & Candolin 2005,
Benson & Basolo 2006, Gagliardi-Seeley & ltzkowitz 2006). En este caso, cualquier caracter
favorecido por la seleccidon intrasexual podria por lo tanto ser también beneficiado por la
seleccidn intersexual. La elecciéon de las hembras deberia reforzar la accién de la seleccidn
intrasexual cuando los rasgos favorecidos por la competencia macho-macho estan
correlacionados con beneficios directos o indirectos que las hembras obtienen al aparearse
con esos machos (Robinson et al. 2011). Las sefales conspicuas mediante las cuales los machos
obtienen y defienden un recurso durante los encuentros agresivos, se espera que también
sean pistas honestas a las que recurran las hembras para la eleccion de pareja ya que
advierten sobre las cualidades y/o motivaciones de los machos de manera confiable (Candolin
1999, Berglund & Rosenqvist 2001). De esta forma, las interacciones agresivas se convierten en
una fuente de informacidn para evaluar la calidad de las parejas potenciales. Sobre este punto
existe evidencia experimental directa de que el hecho de presenciar la interaccién macho-
macho influye en la subsecuente eleccidon de pareja por parte de las hembras (Candolin 1999,
Doutrelant & McGregor 2000). En algunos casos inclusive, las hembras incitan la competencia
entre sus pretendientes para incrementar las chances de aparearse con el macho dominante

(Cox & LeBoeuf 1977, Montgomerie & Thornhill 1989).
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Austrolebias charrua es una especie del complejo “A. adloffi”’, endémica del sistema
Los Patos-Merin (Costa & Cheffe 2001, Loureiro & Garcia 2008, Garcia et al. 2009). Al igual que
el resto de las especies del complejo, A. charrua presenta un marcado dimorfismo sexual: los
machos son de mayor tamafio y presentan un patrén de coloracién que consiste en un disefio
de bandas verticales oscuras sobre un fondo claro, azulado, en el flanco; y poseen las aletas
impares intensamente pigmentadas, mientras que las hembras son de color marrén claro y

relativamente cripticas (Costa 2006, Garcia et al. 2009).

En este estudio, se evalud la seleccion sexual sobre el tamafio corporal de los machos
de A. charrua a través de la preferencia de apareamiento de las hembras, la competencia entre
los machos, y su interaccidn. Primero, se utilizaron pruebas de eleccién simultdnea entre dos
estimulos para valorar la preferencia de las hembras por el tamafio de los machos. Luego, se
realizaron ensayos de competencia macho-macho para medir el efecto del tamafo corporal
sobre el resultado de las contiendas. Finalmente, se evalud directamente el efecto de la
competencia entre los machos sobre la preferencia de apareamiento, permitiendo a las

hembras visualizar la interaccién agonistica de los machos y posteriormente elegir entre ellos.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta y mantenimiento

Se colectaron individuos adultos de A. charrua con red de mano en charcos temporales
localizados en el Departamento de Rocha, Uruguay (Anexo 1), al comienzo de la estacién
reproductiva (agosto 2009). Los peces capturados fueron trasladados a la Facultad de Ciencias
y mantenidos en cautividad entre 10 y 20 dias bajo condiciones de temperatura constante
(19°C) y fotoperiodo natural, alimentados diariamente con Tubifex sp. Los machos fueron
alojados en acuarios individuales (20 x 9 x 15 cm, largo x ancho x altura) mientras que las
hembras se mantuvieron en acuarios comunales (40 x 13 x 15 cm) en grupos de hasta 5
individuos. Luego de la experimentacién, los peces fueron retornados a los acuarios de

mantenimiento constituyendo el stock de cria en cautiverio.
Acuario experimental

El dispositivo experimental consistiéd en un acuario (45 x 28 x 20 cm) dividido a lo largo en dos
compartimentos de igual tamafio mediante un vidrio fijo transparente. Para las pruebas de
preferencia de las hembras, uno de los compartimentos fue a su vez subdividido por un vidrio
opaco removible, cuyo perimetro fue recubierto con goma para prevenir el flujo de agua entre
sectores (Figura 1.1). A fin de asemejar las condiciones naturales de los charcos en que habitan
los peces anuales, el piso del acuario fue cubierto con una capa de 3 cm de turba. Para reducir
cualquier fuente de disturbio externo y proveer un fondo uniforme, tanto las paredes laterales
como la pared trasera del acuario fueron recubiertas con ldminas plasticas de color negro.

Todos los experimentos fueron realizados entre las 8:00 y 14:00 hs.
Preferencia de apareamiento

Para determinar si las hembras responden diferencialmente a machos de distinto tamario, en
el dia 1 se evalud la preferencia de 30 hembras frente a 30 pares distintos de machos con una
diferencia promedio de 8.2 + 0.5 mm (Tabla 1.1). Cada individuo fue utilizado solamente una
vez. Para evitar sesgo en los resultados debido a la preferencia de las hembras por un sector
particular del acuario, para cada ensayo la hembra focal fue colocada en el compartimento de

eleccién y los machos fueron asignados aleatoriamente al compartimento estimulo derecho o
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FIGURA 1.1 Acuario experimental. (a) Durante las pruebas de preferencia, el acuario experimental fue
dividido en tres compartimentos. Un vidrio transparente separd a la hembra focal de los machos
estimulo (i), y un vidrio opaco separd a los machos entre si (ii). La separacion entre los machos fue
removida durante las pruebas de interaccidén agonistica. En (b) las hembras presenciaron la interaccidn
competitiva. En (c) la visualizacidn de la interaccion entre los machos estuvo impedida por una ldmina
negra colocada entre el compartimento de la hembra y el de los machos (iii). Para proveer estimulacion

> 0 (iv)

3
x> &

(iii)

>®9

visual a los machos durante la contienda, otra hembra fue puesta adyacente al acuario (iv).

TABLA 1.1. Tamaiio (largo estdandar, mm) de las hembras focales y los machos estimulo.

macho macho
hembra grande chico diferencia hembra grande chico diferencia

28.9 44.6 40.5 4.1 35.1 54.1 42.5 11.6

32 47.9 43.7 4.2 35.2 49.2 41.6 7.6
325 49.1 40.7 8.4 35.5 53.3 40.8 12.5
32.6 50.6 46.6 4 35.8 50.3 40.4 9.9
32.8 56.6 45 11.6 36 56.6 43.9 12.7
33.1 49.1 40.4 8.7 36 49.4 35.2 14.2
33.7 49.4 44.8 4.6 36.1 51.3 42.9 8.4
33.8 48.2 37.3 10.9 36.3 52.2 47.9 4.3
33.9 50.6 42,5 8.1 36.5 49.1 43.9 5.2
34.1 53.3 44.2 9.1 36.7 49.1 41.9 7.2
343 43.6 37.3 6.3 36.8 54.1 40.8 13.3
34.4 51.3 43.7 7.6 36.8 48.2 40.6 7.6
34.5 47 42.9 4.1 36.9 47.2 41.8 5.4
34.7 49 41.8 7.2 36.9 47.1 38.7 8.4

35 50.3 40.7 9.6 37.3 44.2 35.2 9
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izquierdo. El disefio experimental previno la interaccién visual y quimica entre los machos y
por lo tanto cualquier efecto de competencia entre ellos (Figura 1.1a). Durante la primera hora
de aclimatacién al acuario experimental, una ldmina opaca mantuvo a la hembra visualmente
aislada de los machos. Luego, la lamina fue removida y se obtuvo el video-registro de dos
periodos de 15 minutos espaciados por un intervalo de 1 hora. Después de cada prueba de
preferencia, la lamina fue colocada nuevamente entre el compartimento de la hembra y el de

los machos, y los individuos permanecieron visualmente aislados por el resto el dia.

Interaccidn agonistica

En el dia 2, se removid la separacién entre los dos machos, permitiendo que ambos
interactuaran libremente. Se realizaron observaciones preliminares de la interaccién macho-
macho, para identificar las unidades comportamentales agonisticas, para establecer un criterio
de resolucidn de la contienda y para determinar el ganador del enfrentamiento. Los machos
exhibieron dos tipos de conductas agresivas: ataques y despliegue de las aletas con
movimientos ondulatorios (Tabla 1.2). El resultado del enfrentamiento fue indicado por
diferencias morfolégicas y comportamentales entre los machos (Figura 1.2). EI macho
subordinado se caracterizd por la pérdida de coloracidn, la desaparicion de las bandas
verticales y el plegado de la aleta dorsal, asemejandose a una hembra. Ademas, este individuo
se ubicd en la periferia del acuario y se mantuvo inactivo la mayor parte del tiempo, evitando
la interaccidén con el otro macho. En contraste, el macho dominante permanecio con la aleta
dorsal desplegada, la coloracién marcada y se movié libremente por todo el acuario realizando
comportamientos agresivos hacia el otro macho. El tiempo de resolucién del conflicto fue
considerado como el periodo desde el comienzo del encuentro hasta la sumision de uno de los
machos (Tabla 1.2). Se realizé un video-registro de los enfrentamientos hasta que el conflicto
se resolvid, momento en que ambos machos fueron separados en sus compartimentos
originales mediante un vidrio opaco. Aunque las interacciones entre los machos son a menudo
agresivas, los individuos fueron separados rdpidamente luego de determinar el ganador, y no

se observaron lesiones en ningun ensayo.

Consistencia en la preferencia de apareamiento

Luego de la interaccidn agonistica, los individuos permanecieron visualmente aislados por 3
horas; tiempo suficiente para retomar las actividades normales de forrajeo y nado en el
acuario (observacién personal). Para valorar la consistencia en la eleccién de pareja, para cada

hembra se llevd a cabo una segunda prueba de preferencia entre la misma pareja de machos

25



TABLA 1.2. Unidades comportamentales identificadas en los enfrentamientos agresivos entre machos.

Ataque el actor muerde o intenta morder al receptor; a menudo dirigido a las aletas

Despliegue lateral el actor expone su flanco al receptor y mantiene su postura, con extensién y
vibracién de las aletas

Despliegue lateral con contacto despliegue lateral donde ambos individuos permanecen con sus flancos en
contacto en posicidn paralela o antiparalela

Despliegue sigmoide despliegue lateral con movimientos ondulatorios del cuerpo

Sumision huida repentina hacia la periferia, acompafiada con pérdida de coloracion y
retraccion de la aleta dorsal

que en el dia 1. Se obtuvo un video-registro de dos periodos de 15 minutos espaciados por un
intervalo de 1 hora. Para evaluar si visualizar el enfrentamiento entre los machos induce
cambios en la preferencia de apareamiento, las hembras fueron azarosamente separadas en
dos grupos. Un grupo de hembras (N = 15) tuvo la oportunidad de observar la competencia
previa entre los machos (Figura 1.1b), mientras que a otro grupo de hembras (N = 15) se le
impidid presenciar el enfrentamiento colocando una ldmina opaca entre su compartimento y
el compartimento de los machos (Figura 1.1c). Cuando a las hembras focales se les impidid
observar la competencia, el enfrentamiento de los machos fue presenciado por una segunda
hembra, externa al experimento y utilizada exclusivamente en esta etapa, para controlar el
posible efecto audiencia sobre la interaccion macho-macho (Figura 1.1c). Los dos grupos
experimentales no difirieron ni en el tamafio de las hembras ni en la asimetria de tamafo
entre los machos (largo estandar de las hembras: prueba t para muestras independientes: t,3 =
1.721, N; = N, = 15, P = 0.097; diferencia en largo estandar de los machos: prueba t para

muestras independientes: t,3 = -0.576, N; = N, =15, P = 0.569).

Variables y andlisis estadistico

Luego de finalizados los ensayos comportamentales, el flanco izquierdo de todos los individuos
fue fotografiado en un acuario de 15 x 10 x 12 cm, donde los peces fueron cuidadosamente
inmovilizados entre una esponja y la pared del acuario. Este procedimiento no tardé mas de 20
segundos y la manipulacidn no tuvo efectos detectables en el subsecuente comportamiento. A
partir de las imagenes digitales se realizaron medidas de largo estandar (desde el margen
anterior de la cabeza hasta el margen distal del pedunculo caudal) utilizando el software

tpsDig2. Al final de cada etapa, se registrd el indice de apariencia de los machos con una
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puntuacion entre 2 y 6. Esta puntuacion resulté de la suma entre el valor de intensidad de
coloracion y el grado de despliegue de la aleta dorsal. La intensidad de coloracion se basoé en
una escala ordinal: 1- sin bandas verticales en el flanco, coloracion parda uniforme; 2- bandas
verticales tenues, puntos coloreados de las aletas apenas visibles; 3- bandas verticales bien
definidas en alto contraste con el fondo azul iridiscente, especialmente en la zona opercular;
aletas impares oscurecidas intensificando el contraste con los puntos coloreados. La escala
ordinal utilizada para cuantificar el despliegue de la aleta dorsal fue: 1- replegada totalmente;
2- replegada parcialmente; 3- desplegada. La mayor calificacién (6) indica el maximo de
intensidad de coloracién y grado de despliegue de la aleta dorsal. En contraste, la menor
puntuacion (2) indica la pérdida total de coloracidn y bandas verticales, y el repliegue total de

la aleta dorsal (Figura 1.2).

FIGURA 1.2. Interaccién agonistica macho-macho. Macho
dominante (detrds) y macho subordinado (delante).

La preferencia de las hembras fue estimada como el tiempo de interaccién con cada
uno de los machos en un ensayo de eleccidon simultanea (Basolo 1990, Kingston et al. 2003,
Lehtonen & Lindstrom 2008, Walling et al. 2010). El comportamiento de interaccidn incluye la
orientaciéon de la hembra a los machos estimulo, la natacién conjunta, la aceptacién al
seguimiento y al enterramiento, como se detalla en Belote & Costa (2004), Garcia et al. (2008).
Las videograbaciones fueron analizadas para cuantificar tanto la interaccion de la hembra con
ambos machos como el cortejo de cada uno de ellos. En todos los ensayos las hembras
interactuaron con ambos machos y 58/60 machos realizaron despliegues de cortejo. La fuerza
de la preferencia fue medida como la diferencia en el tiempo que la hembra interactué con
cada macho, y se examind su relacidon con la diferencia de tamano de los machos (largo
estandar del macho de mayor tamafio — largo estandar del macho de menor tamafio) y con el
tamafio de la hembra. Debido a que el tamafo de la hembra podria afectar no solamente la

fuerza de su preferencia por un macho en particular, sino también la disposicién general a
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interactuar con los machos, se evalud el potencial relacionamiento entre el tamafio de la
hembra y el tiempo de interaccién con ambos machos. Por otro lado, los machos tienen un rol
activo en el cortejo (Belote & Costa 2004), y la preferencia de las hembras podria estar
relacionada con la intensidad de cortejo de los machos. Para evaluar el efecto del cortejo de
los machos sobre la preferencia en las hembras, se comparé la actividad de cortejo (porcentaje
de tiempo de cortejo cuando la hembra estuvo frente a su compartimento) y el indice de

apariencia entre los machos que resultaron preferidos y no preferidos por las hembras.

Los enfrentamientos agonisticos fueron divididos en dos etapas: 1- preconflicto: desde
el comienzo del encuentro (tiempo 0) hasta la ocurrencia del primer ataque; 2- conflicto:
desde la ocurrencia del primer ataque hasta la resolucion del conflicto (tiempo de resolucién).
La resolucién del conflicto fue establecida como el momento en el que uno de los peces se
mostré sumiso. Las videograbaciones fueron analizadas para determinar la duracién del
preconflicto y conflicto, y el estatus (dominante/subordinado) de los machos basado en el
resultado del enfrentamiento. Ademas, se registré la frecuencia de comportamientos agresivos
(ataques, despliegues laterales, despliegues sigmoides, Tabla 1.2) y se evalud la relacién entre
el tiempo de resolucidon y la diferencia de tamafio de ambos machos (largo estandar del macho

dominante — largo estandar del macho subordinado).

El mismo criterio para determinar la preferencia de las hembras fue utilizado durante
la primera parte del experimento y la etapa de evaluacion de la consistencia de la preferencia.
Una hembra particular fue valorada como consistente cuando prefirié al mismo macho en el
dia 1y dia 2. Un macho fue considerado preferido si la hembra interactué con él mas del 50%
del tiempo total de interaccién (Wong 2004). El grado de consistencia y el cambio en la fuerza
de preferencia entre el dia 1y dia 2 (fuerza de preferencia dia 2 — fuerza de preferencia dia 1)
fue comparado entre las hembras que visualizaron el enfrentamiento y las hembras a las que
se les impidid presenciar la competencia entre sus pretendientes. Debido a problemas
técnicos, un ensayo de cada grupo de hembras no fue registrado ni durante el encuentro

agonistico ni durante la evaluacion de la consistencia de la preferencia.

Todos los datos fueron evaluados para la normalidad usando el test de Kolmogorov-
Smirnov. Se utilizaron pruebas paramétricas (prueba t, correlaciéon de Pearson) a menos que
las asunciones no se hayan cumplido. En estos casos, fueron utilizados equivalentes no
paramétricos (prueba Wilcoxon, correlacion de Spearman). Para evaluar la frecuencia con que
los machos de mayor y menor tamafio resultaron dominantes, y para estimar la consistencia

en la preferencia de apareamiento, se utilizd la prueba binomial. A menos que se indique, los
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valores reportados son la media * error estandar. Para los analisis estadisticos se utilizé el
software SPSS, version 15.0 para Windows. La significancia estadistica fue considerada a a =

0.05.
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RESULTADOS

Preferencia de apareamiento

Las hembras permanecieron la mayor parte del tiempo (74.3 + 4.4 %) en interaccidn con los
machos, y significativamente mas tiempo interactuando con el macho de mayor tamano
(prueba t para muestras relacionadas: t,g = 2.475, P = 0.019; Figura 1.3). Sin embargo, los
machos preferidos y no preferidos mostraron valores similares tanto en la actividad de cortejo
como en el indice de apariencia (cortejo: macho preferido = 68.3 + 3.7 %, macho no preferido
= 64.1 £+ 4.9 %, prueba t para muestras relacionadas: t,q = 0.696, P = 0.492; indice de
apariencia: macho preferido (mediana) = 5, macho no preferido = 4, prueba Wilcoxon: Z = -
1.403, N = 30, P = 0.161). Por lo tanto, la preferencia de la hembra no fue determinada por el

tiempo que los machos dedicaron a los despliegues de cortejo ni por su apariencia.

La fuerza de la preferencia no mostrd una relacién significativa con la diferencia en el
tamafio de los machos (correlacién de Pearson: ry3 = -0.007, P = 0.971). Por otro lado, el
tamafio de las hembras no se correlacioné con la fuerza de la preferencia (correlacion de
Pearson: r,s = -0.085, P = 0.655) ni con el tiempo total de interaccion con los machos

(correlacion de Spearman: r;=0.143, P = 0.452).
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FIGURA 1.3. Tiempo de interacciéon (media * ES) de la hembra con los
machos estimulo en un experimento de eleccidn simultanea (N = 30)
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Interaccidn agonistica

El preconflicto mostré una duracidn de 55.3 + 6.2 s y exhibicion de despliegues laterales con y
sin contacto (Tabla 1.2). En 6/28 casos la dominancia se establecié durante esta etapa. En el
resto de los ensayos la dominancia se establecié a lo largo del conflicto, que abarcé 332.0 +
106.2 s. Durante esta etapa los machos realizaron despliegues con contacto que alternaron
con ataques y despliegues de amenaza (despliegue lateral y sigmoide, Tabla1.2). En todos los
ensayos uno de los machos establecid la dominancia sobre el otro, y usualmente el de mayor
tamafio de la diada fue el dominante (24/28; prueba binomial: P < 0.001). Durante el conflicto,
los machos de mayor tamafio fueron los mas agresivos (prueba Wilcoxon: Z=-4.057, N = 28, P
< 0.001): realizaron significativamente mas ataques y mas despliegues laterales que los
machos de menor tamafio (prueba Wilcoxon: ataques: Z = -4.040, N = 28, P < 0.001;
despliegues laterales: Z = -4.081, N = 28, P < 0.001) aunque no evidenciaron diferencias
respecto a la frecuencia de despliegues sigmoides (prueba Wilcoxon: Z = -0.360, N = 28, P =
0.719) (Figura 1.4). Ademas, el macho de mayor tamafio de la diada presentd indice de
apariencia superior (macho grande (mediana) = 6, macho chico = 3; prueba Wilcoxon: Z = -
3.636, N = 28, P < 0.001). El tiempo de resolucién del conflicto y la diferencia de tamafio de los
machos se relacionaron negativamente (correlacién de Spearman: r, = -0.606, N = 28, P =

0.001; Figura 1.5).
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FIGURA 1.4. Frecuencia de las distintas unidades de FIGURA 1.5. Relacién entre el tiempo de resolucion

comportamiento agresivo identificadas durante la del conflicto en pruebas de interaccién macho-macho

interaccidon agonistica: (A) ataques, (DL) despliegues vy diferencia en el tamafio de los machos (largo

laterales y (DS) despliegues sigmoides; (*) p < 0.001. estandar del macho dominante — largo estandar del
macho subordinado).
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Consistencia en la preferencia de apareamiento

Las hembras fueron consistentes en su eleccién en el dia 1 y dia 2. En el 71.4% de los casos,
eligieron al mismo macho en las dos pruebas (20/28 consistencias; prueba binomial: P =
0.036), sin diferencias entre las hembras que presenciaron y no presenciaron la competencia
(prueba exacta de Fisher: P = 0.678; Tablal.3). La asimetria en el tamafio de los machos no fue
significativamente diferente en los ensayos donde las hembras cambiaron o mantuvieron su
preferencia (ensayos consistentes = 7.9 + 0.6 mm, ensayos inconsistentes = 9.5 + 1.1 mm;
prueba t para muestras independientes: t,s = -1.252, N; = 20, N, = 8, P = 0.222). Ademas, los
cambios en la preferencia no fueron dirigidos hacia los machos que resultaron dominantes en
la interaccion competitiva (2/5 y 1/3 de los cambios ocurridos fueron en direccién al macho
dominante en las hembras que presenciaron y no presenciaron la competencia,
respectivamente). Si bien la eleccidn en el dia 2 fue consistente, la fuerza de la preferencia con
el primer macho elegido (inicialmente preferido) decrecio significativamente (dia 1 = 544.1
75.7 s, dia 2 = 242.6 £+ 118.1 s; prueba t para muestras relacionadas: t,; = 2.429, P = 0.022).
Contrario a la prediccién, el cambio promedio de la fuerza de preferencia con el macho
inicialmente preferido, no difirid entre las hembras que visualizaron la interaccién competitiva
y aquellas que fueron privadas de esa condicidon (hembras que presenciaron la interaccién = -
508.9 + 164.9 s, hembras que no presenciaron la interaccidon = -94.1 + 173.8 s; prueba t para
muestras independientes: t,; = -1.731, N; = N, = 14, P = 0.095). El subsecuente
comportamiento de los machos no estuvo afectado por el resultado de la interaccidn
agonistica previa, dado que, durante la prueba de preferencia en el dia 2, ni el indice de
apariencia ni el porcentaje de cortejo fue significativamente diferente entre los machos

dominantes y subordinados (indice de apariencia: macho dominante (mediana) = 4, macho

subordinado = 4; prueba Wilcoxon: Z=-0.994, N =28, P = 0.320; cortejo: macho dominante

49.7 £ 6.5 %, macho subordinado = 43.7 = 5.0 %; prueba t para muestras relacionadas: t,;

1.606, P = 0.120).

TABLA 1.3. Consistencia en la eleccion de las hembras en pruebas de preferencia conducidas en
dos dias consecutivos, en casos donde las hembras presenciaron y no presenciaron la
interaccidon competitiva entre los machos. Una hembra fue valorada como consistente en su
eleccién cuando ella prefirié al mismo macho en ambos dias (ver texto).

Hembras que Hembras que no
presenciaron la presenciaron la
competencia competencia Total
Consistencia 9 11 20
Inconsistencia 5 3 8
Total 14 14 28
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DISCUSION

Este estudio demuestra que tanto la seleccidon intra- como intersexual favorecen a los machos
de mayor tamafio en Austrolebias charrua. Las hembras interactuaron mds con el macho de
mayor tamafio en un clasico paradigma de eleccidn entre dos estimulos. Ademas, el tamaio
corporal afectdé el resultado de las contiendas, donde el macho de mayor tamafio fue

socialmente dominante en la mayoria de los casos.

El porcentaje de tiempo que las hembras permanecieron orientadas e interactuando
con los machos (aprox. 75%) y el tiempo invertido de los machos en despliegues de cortejo
(aprox. 65%) durante las pruebas de eleccidn, refleja la motivacién reproductiva y valida la
utilizacion en Austrolebias de un disefio experimental ampliamente utilizado para evaluar
eleccién de pareja en peces (Berglund & Rosenqvist 2001, Kangas & Lindstrom 2001, Wong
2004, Walling et al. 2010). La preferencia exhibida por las hembras de A. charrua hacia los
machos de mayor tamafo es congruente con la eleccidon de las hembras basada en el tamafio
corporal de los machos, documentada en muchos grupos taxonémicos (Andersson 1994),

especificamente en peces (Ryan & Wagner 1987, Ryan et al. 1990, Rosenthal & Evans 1998).

Esta preferencia de las hembras por machos de mayor tamafio podria tener varias
causas. Primero, las hembras podrian obtener beneficios directos al aparearse con machos
grandes porque el tamafio corporal estd correlacionado con el estatus de dominancia (Wong &
Candolin 2005). Los beneficios directos potenciales de aparearse con machos dominantes
podrian incluir refugios y mejores sitios para desovar, ambos factores limitantes para la
reproduccion y la viabilidad de los huevos. Segundo, los machos de mayor tamafio lograrian
provocar mayor estimulacién visual y por lo tanto explotar un sesgo sensorial subyacente a las
preferencias de las hembras (Rosenthal & Evans 1998). Tercero, la preferencia de las hembras
también podria evolucionar via seleccidn indirecta sobre rasgos de los machos (Fisher 1930,
Zahavi 1975, Andersson 1994). Los resultados indican que la preferencia de las hembras no
estuvo afectada por la diferencia en el tamafo entre los machos. Posiblemente, esto se deba a
que la reducida variacién en el tamafo de los machos ya que en la mayoria de las diadas el
macho de mayor tamafio fue entre 1.1 y 1.3 veces mas grande que el macho de menor

tamafo.
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Muchos estudios han documentado preferencia de apareamiento a favor de machos
que despliegan mayor intensidad de cortejo y/o que exhiben mas colores (ver Andersson 1994,
Kokko et al. 2003). En el presente trabajo, ni el tiempo que los machos dedicaron a cortejar ni
el indice de apariencia fueron diferentes entre los machos preferidos y no preferidos. En este
experimento, la preferencia de las hembras fue evaluada frente a una diada de machos con
asimetria en el tamafno, previamente seleccionados de acuerdo al tamafio corporal. Aunque
esta aproximacion incrementa sustancialmente las habilidades de detectar preferencias por el
tamafio de los machos, inevitablemente reduce la capacidad de detectar la contribucién

relativa de otros rasgos.

El tamafio corporal también afectd el resultado de la competencia intrasexual, donde
los machos de mayor tamano resultaron dominantes en la mayoria de los casos. Los machos
de mayor tamafio poseen ventajas competitivas en muchas otras especies de peces
(Beaugrand et al. 1996, Moretz 2003, Benson & Bassolo 2006). La duracién del conflicto
disminuyd a medida que aumentaron las diferencias en el tamafio de los contrincantes al igual
que lo reportado en otros estudios (Arnott & Elwood 2009, Briffa & Sneddon 2010). Adem4s, el
macho de mayor tamafno, usualmente el ganador, realiz6 mayor nimero de despliegues

agonisticos hacia su oponente.

Los despliegues laterales y sigmoides son conductas realizadas por los machos durante
el cortejo y los encuentros agonisticos, y pautas comportamentales similares han sido
documentados en numerosas ocasiones para otros peces (por ej. Enquist & Jakobsson 1986,
Morris et al. 1995). El despliegue lateral, en donde uno de los machos expone su flanco al
oponente con extension y oscilacion de las aletas, probablemente provea pistas vibratorias,
visuales y tactiles correlacionadas con el tamafio corporal. El despliegue sigmoide a su vez,
donde un individuo realiza movimientos ondulatorios del cuerpo a alta velocidad, podria ser
indicador de la condicién corporal, la motivacién y la habilidad locomotora del emisor. En
concordancia con esta interpretacién, durante los encuentros agonisticos los machos de mayor
tamanfio realizaron mas despliegues laterales y ataques que los de menor tamafio, mientras

que la frecuencia de despliegues sigmoides no estuvo relacionada con el tamafio.

Finalmente, se evalué el efecto de presenciar la interaccion competitiva entre machos
en la preferencia de apareamiento de las hembras de A. charrua. Las hembras fueron
consistentes en su eleccién independientemente de si visualizaron o no la competencia. A
pesar de la consistencia observada, la fuerza de la preferencia decrecié en el dia 2, y esta

disminucién fue independiente de si el macho preferido fue dominante o subordinado en la
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interaccion competitiva, sugiriendo que la competencia no incrementa el atractivo del macho
dominante sobre el subordinado. Sin embargo, dada la dificultad de distinguir entre estos dos
rasgos altamente correlacionados, no es posible concluir que la percepcidn del estatus social
de los machos sea irrelevante en la eleccion de la hembra. Los machos de mayor tamafio
tienen ventajas en las interacciones agonisticas y son preferidos por las hembras. Este patrén
es consistente con el modelo de utilidad dual (Berglund et al. 1996), en el cual se espera que
aquellos rasgos importantes para la competencia intrasexual sean a la vez utilizados por las
hembras como sefiales honestas para la eleccién de pareja. Alternativamente, la preferencia
de las hembras podria simplemente ser una funcién de la estimulacién sensorial, con machos
de gran tamafio provocando mayor respuesta desde la periferia visual (Rosenthal & Evans
1998). Dado que tanto la preferencia de apareamiento de las hembras como la competencia
macho-macho favorecen al macho de mayor tamafio, estudios adicionales son requeridos para

valorar la importancia relativa de la seleccidn intra- e intersexual en la naturaleza.

En conclusidn, este trabajo muestra que, en el pez anual A. charrua, la competencia
intrasexual y la eleccion de pareja actian en concierto con respecto al tamafio corporal de los
machos. Este es el primer trabajo que evalla seleccidn intra- e intersexual sobre el tamafo

corporal en Austrolebias.
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CAPITULO 2.

Comunicacion quimica durante el comportamiento

reproductivo
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INTRODUCCION

El olfato es crucial en las actividades reproductivas de muchos organismos (Wyatt 2003). En
peces, la comunicacién quimica ha sido reconocida como un importante mediador de las
interacciones sociales, incluyendo tanto el cuidado parental y la sefializacién de alarma, como
la coordinacién de actividades de forrajeo, nado en cardumen y migracién (revisado en Stacey
& Sorensen 2005, Wisenden & Stacey 2005). Ademas, las sefiales quimicas en peces tienen un
rol importante en la eleccién de pareja (Milinski et al. 2005, Fisher & Rosenthal 2006), la
competencia intrasexual (Almeida et al. 2005, Barata et al. 2007) y los procesos de especiacion
(Plenderleith et al. 2005). Las sefiales quimicas pueden jugar un rol particularmente
importante en el reconocimiento de homoespecificos, y por lo tanto actuar como un
mecanismo de aislamiento reproductivo entre especies cercanamente emparentadas
(McLennan & Ryan 1997, 1999, Kodric-Brown & Strecker 2001, Wong et al. 2005, Rafferty &
Boughma 2006).

Aunque ha sido ampliamente aceptado que las sefiales quimicas son un mediador
importante en la fisiologia y el comportamiento reproductivo de peces, la naturaleza quimica
de las feromonas ha sido estudiada solamente en unas pocas especies (Stacey 2003, Stacey &
Sorensen 2005, Sorensen & Hoye 2010). Generalmente, los peces no tienen glandulas
especializadas para la produccion de feromonas ni manifiestan comportamientos de marcaje
visualmente aparentes, lo que plantea dificultades en la recoleccion de muestras para el
analisis quimico (Rosenthal et al. 2011, Maruska & Fernald 2012). La mayoria de las feromonas
de peces que han sido quimicamente identificadas hasta la fecha, incluyen prostaglandinas y
esteroides, aunque también ha sido reportado el rol comunicativo de ciertos aminoacidos y
acidos biliares (revisado en Sorensen & Hoye 2010). Estas categorias de compuestos difieren
en su polaridad, y por lo tanto dicha propiedad es una informacidn clave cuando se intenta

caracterizar quimicamente a las feromonas de peces.

Austrolebias reicherti es una especie del complejo “A. adloffi”, endémica de los
Humedales del Este de Uruguay (Loureiro & Garcia 2008). Al igual que el resto de las especies
del complejo, los machos realizan despliegues de cortejo y exhiben una coloracion
sexualmente dimérfica, sugiriendo que las sefiales visuales juegan un rol importante en la
eleccién de pareja (Garcia et al. 2008). Sin embargo, la poca profundidad y elevada turbidez

que caracteriza a los charcos temporales donde habitan estos peces dificulta el contacto visual,
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y por tanto otras modalidades sensoriales podrian también estar involucradas en el
comportamiento reproductivo. De hecho, la comunicacidon acustica ha sido reportada en peces
anuales del género Cynolebias (Belote & Costa 2003, Costa et al. 2010), y la comunicacion
guimica podria también verse favorecida en el contexto de eleccién y encuentro de parejas

sexuales.

En este estudio, se evalué la presencia de comunicacion quimica en el
comportamiento reproductivo de A. reicherti. Especificamente, se investigo si: a) las hembras
responden a pistas quimicas liberadas por machos homoespecificos en un contexto
reproductivo; b) las hembras discriminan entre pistas quimicas liberadas por hembras y
machos homoespecificos; ¢) la fraccion polar y apolar de las pistas quimicas liberadas por los

machos son igualmente atractivas para las hembras.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y condiciones de mantenimiento

Los experimentos fueron realizados con adultos de Austrolebias reicherti criados en cautiverio,
obtenidos a partir de cruzamientos aleatorios entre un stock grande de peces adultos. Los
peces fueron alojados en acuarios de mantenimiento bajo un régimen de temperatura
constante (19° C) y fotoperiodo natural, y fueron alimentados con Artemia salina y Tubifex sp.
ad libitum. Una vez alcanzada la diferenciacion sexual, los machos fueron separados y alojados
en acuarios individuales de 20 x 9 x 15 cm (largo x ancho x alto), para reducir el estrés
provocado por las interacciones agonisticas y prevenir el establecimiento de jerarquias. Las
hembras fueron alojadas en acuarios comunales de 40 x 13 x 15 cm, en grupos de hasta 5

individuos.
Estimulo quimico

La obtencién y presentacion de estimulos quimicos se realizd en base a un protocolo
establecido en estudios previos en peces Cyprinodontiformes (McLennan & Ryan 1999, Wong
et al. 2005, Fisher et al. 2006, Rosenthal et al. 2011). Las pistas quimicas fueron obtenidas
desde machos (largo estandar = 30.5 + 3.2 mm, N = 28) y hembras (largo estandar =25.4+2.4
mm N = 28) alojados individualmente en acuarios de 20 x 9 x 15 cm conteniendo 1 L de agua
declorinada y aereada. Los acuarios fueron previamente lavados con detergente y alcohol 95%,
y enjuagados exhaustivamente. Para obtener estimulos quimicos, se condicioné agua de la
siguiente manera: un acuario conteniendo un macho y otro conteniendo una hembra se
dispusieron adyacentemente por el lado mayor, por un periodo de 24 horas, para permitir la
comunicacion visual entre ellos. Se evitd el contacto visual con el resto de los peces mediante
una lamina opaca colocada alrededor de los dos acuarios. Los individuos fueron privados de
alimento 24 horas antes y durante la produccion de estimulos para minimizar la presencia de
sefiales alimenticias desde la excrecion. El comportamiento del macho fue continuamente
observado durante la primera y la Ultima hora del periodo de 24 horas en que permanecid
para condicionar el agua con sus odorantes. En todas las diadas se observé comportamiento
de cortejo, que consistio en despliegues laterales, despliegues sigmoides, e invitacion al
seguimiento, como fue reportado previamente (Garcia et al. 2008). Para obtener estimulos

homogéneos, el agua conteniendo posibles odorantes de 14 individuos de un mismo sexo (a
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partir de aqui agua condicionada) fue mezclada en un acuario de 40 x 30 x 20 cm previamente
lavado con detergente y alcohol 95%, y enjuagado exhaustivamente, obteniendo dos réplicas
de estimulo quimico para cada sexo. Los peces normalmente nadan en una “sopa” de olores, y
la mezcla de agua condicionada por distintos individuos seguramente fue mejor reflejo de la
realidad de los charcos y permitié a su vez promediar la variacion individual (McLennan 2004).
Debido a que no se observaron diferencias en la respuesta de las hembras entre ambas
réplicas de estimulo, los datos fueron analizados de manera conjunta. Se generd agua control
utilizando el mismo protocolo que para la produccion de agua condicionada, pero sin
introducir peces en los acuarios. Las muestras de agua condicionada y control fueron
almacenadas a -20°C por dos semanas antes de los experimentos comportamentales, y se
usaron 7 | de agua condicionada por machos para el fraccionamiento quimico. Para el
almacenamiento se utilizaron contenedores de tereftalato de polietileno de 2 | que
previamente contuvieron agua mineral purificada. Cada contenedor fue usado una Unica vez y

luego descartado.

Fraccionamiento quimico del agua condicionada por machos

Para evaluar la polaridad de las sefiales quimicas, el agua condicionada por machos fue
sometida a una extraccién en fase sdlida (SPE), utilizando cartuchos de fase reversa C-18 (1000
mg, Alltech Assoc. Inc., USA). El agua condicionada por machos fue filtrada para remover
sélidos (papel Whatman n°4), y se adicioné6 MeOH hasta alcanzar una concentracion de 2%. La
solucién fue entonces aplicada a cartuchos SPE (1 |/cartucho, ca. 5 ml/min) previamente
condicionados con aplicacion secuencial de MeOH y 2% MeOH (10 ml de cada uno). La
solucidon que contuvo los componentes no retenidos (a partir de aqui fraccion polar) fue
almacenada a -20 °C por dos semanas antes de los experimentos comportamentales, y los
cartuchos se eluyeron con 2 x 10 ml de MeOH, y lavados con 10 ml de 2% MeOH. El eluido (a
partir de aqui fraccién apolar) se diluyé con 1 | de agua declorinada, y fue almacenado a -20 °C
por dos semanas antes de los experimentos comportamentales. Para controlar el posible
efecto del MeOH sobre el comportamiento de las hembras, el agua control utilizada para
evaluar la preferencia frente a las fracciones fue adicionada con MeOH hasta alcanzar una

concentracion de 2%.

Pruebas de preferencia

Se realizaron pruebas de eleccion simultanea para evaluar la respuesta de las hembras frente

a: a) agua condicionada por machos vs agua control; b) agua condicionada por machos vs agua
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condicionada por hembras; c) la fraccion polar y d) apolar del agua condicionada por machos,
ambas contra agua control con 2% MeOH. Los ensayos a) y b) fueron realizados
secuencialmente con un grupo de 20 hembras (largo estandar = 25.5 + 1.8 mm). Los ensayos ¢)
y d) fueron también realizados secuencialmente con otro grupo de 20 hembras (largo estandar
= 29.7 £ 4.0 mm). Los ensayos sucesivos con una hembra determinada fueron realizados con
un intervalo de 24 horas, y los estimulos fueron presentados en orden aleatorio para evitar

sesgos debido a la experiencia previa de las hembras.

Las pruebas de preferencia fueron realizadas en acuarios experimentales de 60 x 20 x
20 cm, conteniendo cada uno 18 L de agua declorinada y aereada. En cada acuario se
definieron tres sectores mediante marcas externas: un area central de 30 cm (zona neutra) y
dos sectores laterales de 15 cm cada uno (zonas de eleccion) (Figura 2.1). Las hembras fueron
individualmente colocadas en el acuario experimental y se les permitid nadar libremente
durante 30 minutos de aclimatacién. Una vez transcurrido el periodo de aclimatacién, las
hembras fueron recluidas por 5 minutos en el centro del acuario en un prisma de acrilico
opaco (10 x 10 x 20 cm, largo x ancho x altura), que fue removido una vez que la liberacidn de
los estimulos se inicié de manera simultanea. Los estimulos quimicos fueron adicionados en los
extremos del acuario experimental a un flujo constante de 10 ml/min, desde tubos de vidrio
(100 x 5 cm, largo, didametro) equipados con llaves ajustables (Figura 2.1). Un estudio
preliminar utilizando una solucién acuosa de colorante de alimento, determind que, una vez

iniciado el goteo, los estimulos no se mezclan durante los primeros 30 minutos del ensayo.

<—— columnasdevidrio ——>

canillas

/ regulables \

T T

| |

I I

I I
zonas'clle | zonaneutra | zonafile
eleccion | | eleccidon

I I

| |

FIGURA 2.1. Acuario experimental para pruebas de preferencia. Los
estimulos fueron producidos en otro conjunto de acuarios y luego
adicionados a las columnas de vidrio. La velocidad del flujo fue
establecida por canillas regulables. La zona neutra y zonas de eleccién
fueron definidas mediante marcas externas (lineas punteadas).
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A fin de asegurar que las hembras estuvieran expuestas a ambas sefiales, y que fueran
por lo tanto capaces de realizar una eleccién entre los dos estimulos, solamente se utilizaron
en el analisis los ensayos donde las hembras visitaron ambos lados del acuario dentro de los
primeros 10 minutos (67/80). Una vez que ambos sectores del acuario experimental fueron
visitados, se video-registr6 el comportamiento de las hembras durante los siguientes 20
minutos. Los estimulos fueron asignados aleatoriamente al sector derecho o izquierdo en cada
experimento para evitar sesgo de lateralidad. Luego de cada prueba, las hembras fueron
retornadas a su acuario de mantenimiento, y tanto el acuario experimental como las columnas

de vidrio se lavaron con detergente y alcohol 95%, y se enjuagaron exhaustivamente.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron evaluados para la normalidad utilizando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. El tiempo de asociacion de las hembras con los diferentes estimulos fue comparado
con la prueba t. La frecuencia de entrada a cada zona de eleccién y el nimero de eventos de
contacto (orientacién evidente hacia el estimulo y localizacion de la hembra en la superficie
del agua, donde el goteo del esimulo fue aplicado) fueron comparados con la prueba Wilcoxon.
Para los analisis estadisticos se utilizd el software SPSS, versién 15.0 para Windows. La

significancia estadistica fue considerada a a = 0.05.
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RESULTADOS

Preferencia de las hembras por agua condicionada por machos

Las hembras pasaron significativamente mads tiempo asociadas con el estimulo olfativo del
macho que con el agua control (prueba t para muestras relacionadas: t;; = 3.805, P = 0.001;
Figura 2.2a) o con el agua condicionada por hembras (prueba t para muestras relacionadas: tiq
= 4.784, P < 0.001; Figura 2.2b). Ademas, las hembras realizaron significativamente mas
eventos de contacto con el agua condicionada por machos que con el agua control o con el

agua condicionada por hembras (Tabla 2.1).

La frecuencia de entradas también fue significativamente superior en la zona del
acuario correspondiente al estimulo macho que en la zona con agua control (Tabla 2.1). Sin
embargo, aunque se observd una tendencia a entrar mayor niumero de veces a la zona del
estimulo macho (P = 0.08), la frecuencia de entrada en la zona donde se liberd el agua

condicionada por hembras no fue significativamente menor (Tabla 2.1).
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400— 400—
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200— 200—
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Tiempo de asociacion de la hembra (s)
Tiempo de asociacion de la hembra (s)

Estimulo macho Control Estimulomacho Estimulo hembra

d #
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FIGURA 2.2 Tiempo de asociacion (media + ES) de hembras A. reicherti con sefiales quimicas. (a) Agua
condicionada por machos vs agua control, (b) agua condicionada por machos vs agua condicionada por
hembras, (c) fraccion polar del agua condicionada por machos vs agua control y (d) fraccidn apolar del agua
condicionada por machos vs agua control. (*) p < 0.01; (#) valor marginal 0.1< p < 0.05.
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Preferencia de las hembras por las fracciones del agua condicionada por machos

El tiempo de asociacién de las hembras con el agua control y la fraccién polar del agua
condicionada por machos no fue significativamente diferente (prueba t para muestras
relacionadas: t,, = 1.581, P = 0.136; Figura 2.2c). En las pruebas con la fraccién apolar del agua
condicionada por machos, se observd una tendencia no significativa hacia esta fraccion
respecto al agua control (prueba t para muestras relacionadas: t;, = 1.812, P = 0.091; Figura
2.2d). La frecuencia de entradas a la zona de estimulos versus la zona control no fue
significativamente diferente para ninguna de las fracciones (Tabla 2.1). Ademads, el nimero de
eventos de contacto no difirid entre el agua control y ambas fracciones del estimulo macho,
aunque en este caso se observo una tendencia no significativa hacia la fraccion apolar del agua

condicionada por machos (P = 0.08) (Tabla 2.1).

TABLA 2.1 Respuesta comportamental de hembras de A. reicherti en un experimento de eleccién simultanea con
diferentes estimulos. La movilidad de la hembra refleja el nUmero de entradas a cada zona de eleccidn; los
eventos de contacto consisten en la orientacidn evidente hacia el estimulo y la localizacién de la hembra en la
superficie del agua, donde el goteo del esimulo fue aplicado. (a) Media + DE, (b) valor de probabilidad de la
prueba Wilcoxon.
Prueba de eleccion , Movilidad de la b Eventos de b
Estimulos a a P
(N) hembra contacto
Agua condicionada por machos 14.6+8.0 44+43
a (18)
Control 11.4+8.1 0.01 1.2+1.8 0.01
Agua condicionada por machos 13.9+10.3 34154
b (19)
Agua condicionada por hembras 109+11.8 0.08 1.0+£23 0.03
Fraccién polar 16.5+10.0 3.8+4.6
¢ (15)
Control 16.2+15.8 0.65 0.5+0.8 0.1
Fraccion apolar 19.3+16.0 42+5.6
d (15)
Control 16.1+14.7 0.25 13+24 0.08
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DISCUSION

Este estudio demuestra la existencia de comunicacidn quimica en un contexto reproductivo en
Austrolebias reicherti, a través de respuestas especificas de las hembras a sefales quimicas
producidas por los machos. Estas sefiales podrian ser importantes durante el estado inicial de
localizacién y reconocimiento de la pareja sexual, cuando la distancia dentro del charco impide
la deteccién visual. Ademas, las sefiales quimicas podrian actuar a corta distancia via
reforzamiento de las pistas visuales, por ejemplo durante el cortejo. En peces del género
Xiphophorus, las hembras evallan tanto sefiales visuales como olfativas durante el cortejo,
donde las ultimas juegan un rol determinante en el reconocimiento de pareja homoespecifica

(Crapon de Caprona & Ryan 1990, Hankison & Morris 2003).

La preferencia de las hembras por las sefiales de los machos se redujo o disipé cuando
el estimulo fue separado en la fraccion polar y apolar. Sin embargo, se observé una tendencia
(P = 0.09) para la atraccién hacia la fraccidon que incluia los componentes retenidos en el
cartucho de fase reversa, sugiriendo que las sefales podrian estar constituidas por
compuestos orgdnicos de polaridad media. Estos compuestos incluyen esteroides,
prostaglandinas y acidos biliares, pero no aminodcidos, los cuales no serian retenidos en este
proceso. Alternativamente, compuestos de distinta polaridad podrian combinarse para
producir una sefal multicomponente que sea atractiva para las hembras (Sorensen & Hoye
2010). En este sentido, Levesque et al. (2011) reportaron componentes polares y apolares en
feromonas de reconocimiento especifico del pez Carassius auratus, y determinaron la
presencia de ambas fracciones como condicién necesaria para lograr actividad bioldgica.

Futuros estudios deberian valorar la preferencia por la mezcla que contenga ambas fracciones.

La importancia de la comunicacion quimica durante las interacciones sociales en peces
ha sido ampliamente reconocida. Por ejemplo, en peces espinosos Gasterosteidae, las
feromonas son utilizadas en el reconocimiento de parejas (Ostlund 1995, McLennan 2003,
2004, Rafferty & Boughma 2006), en la valoracidon de la condiciéon reproductiva (Waas &
Colgan 1992, Haberli & Aeschlimann 2004), y de la inmunocompatibilidad (Reusch et al. 2001,
Aeschlimann et al. 2003, Milinski et al. 2005). Las sefales olfativas también pueden ser
relevantes en el reconocimiento de homoespecificos, y por lo tanto pueden actuar como
mecanismo de aislamiento reproductivo entre especies cercanamente emparentadas. Esto ha

sido demostrado de manera convincente en Xiphophorus, un género que ha sido
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detalladamente investigado en torno a los mecanismos de reconocimiento especifico y a la
eleccién de pareja (Crapon de Caprona & Ryan 1990, McLennan & Ryan 1997, 1999, Wong et
al. 2005, Fisher & Rosenthal 2006, Fisher et al. 2009). Por ejemplo, especies simpatricas de
este género utilizan sefiales quimicas durante el reconocimiento especifico, y la disrupcion en
este canal comunicativo ha causado entrecruzamiento en poblaciones naturales (Rosenthal et
al. 2003, Culumber et al. 2010). Por otra parte, Plenderleith et al. (2005) demostraron que las
sefiales quimicas estdn implicadas en el reconocimiento especifico en los ciclidos de los
grandes lagos de oriente africano y postulan que la comunicacién quimica pudo tener un papel

primario en la radiacién explosiva de este grupo de peces.

La sefializacién quimica podria también estar involucrada en el reconocimiento de
pareja en especies que habitan agua turbias, donde la comunicacién visual podria verse
afectada (Wickett & Corkum 1998, Gammon et al. 2005). Heuschele et al. (2009) reportaron
que en Gasterosteus aculeatus, las limitaciones visuales durante la valoracidon de pareja
resultantes de cambios en la turbidez del agua, fueron parcialmente compensadas por el uso
de sefiales quimicas (ver también Chapman et al. 2010). El habitat de los peces anuales como
A. reicherti consiste principalmente en charcos de poca profundidad con sustrato fangoso,
agua turbia y elevada densidad de vegetacidn, lo que podria dificultar el uso de la visién para
localizar parejas a distancia, y favorecer por lo tanto el empleo de sefales quimicas durante la

busqueda y eleccién de pareja reproductiva.

El género Austrolebias se presenta como un interesante y novedoso modelo para
estudiar comunicacién quimica en peces. Recientemente, Fernandez et al. (2011) reportaron
proliferacién celular en el cerebro en especies del género Austrolebias, y encontraron ademas
variacién entre regiones del cerebro asociadas a distintas modalidades sensoriales. Mientras
que en A. dffinis se detectaron niveles altos de proliferacidon neural en areas asociadas con la
visidn, en A. reicherti, y su especie hermana A. charrua, la proliferacion se observd
mayoritariamente en el bulbo olfatorio, sugiriendo por lo tanto que el olfato es un canal
sensorial importante en estas Ultimas especies. Esta diferencia intra-genérica a nivel celular
podria deberse a la accion de la seleccidn natural favoreciendo las modalidades sensoriales
que resuelvan mejor las restricciones ambientales que enfrenta cada una de las especies
(Fernandez et al. 2011). Por otra parte, el habitat extremadamente fragil proporcionado por
los charcos temporales, expone a A. reicherti a cambios ambientales drasticos, por lo que ésta

y otras especies de peces anuales brindan una excelente oportunidad para explorar el efecto
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de los cambios ambientales en el uso de diferentes modalidades sensoriales durante el ciclo de

vida.

En conclusiéon, este estudio demuestra que los machos adultos del pez anual A.
reicherti liberan sefiales quimicas que provocan cambios comportamentales en las hembras
adultas. El potencial de la comunicacién quimica para la elecciéon de pareja y reconocimiento
especifico en Austrolebias amerita estudios futuros. Este trabajo representa la primera

aproximacién al estudio de la comunicacién quimica en peces anuales.
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CAPITULO 3.

Variacion en la preferencia de apareamiento y en la

proporcion de sexos a lo largo de la estacién reproductiva
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INTRODUCCION

En muchas especies, los machos que presentan mayor grado de desarrollo de caracteres
sexuales secundarios son preferidos por las hembras durante la eleccion de pareja
reproductiva. La existencia de preferencias de apareamiento ha sido ampliamente reconocida
y actualmente no constituye un tema de controversia en biologia evolutiva (Andersson 1994).
Estudios tedricos tradicionales sobre la evolucién de la eleccién de pareja (ver Introduccion
general) han considerado a las preferencias de apareamiento como atributos estaticos vy
uniformes dentro de las especies: debido a que las hembras se benefician al aparearse con
machos de buena calidad, preferiran invariablemente parejas de esas caracteristicas. Sin
embrago, actualmente se reconoce que el comportamiento de eleccién de pareja es un
fendmeno contextual modulado por diversos factores (Jennions & Petrie 1997), y los efectos
de aparearse con determinado macho podrian variar en magnitud y direcciéon si cambian las
condiciones ambientales o la propia condicion de la hembra (Jennions & Petrie 1997,

Qvarnstrom 2001).

Diferentes aproximaciones tedricas sugieren que la eleccién de pareja puede verse
afectada, por ejemplo, por el grado de variabilidad en la calidad del sexo opuesto y la tasa de
encuentro de parejas potenciales (Kokko & Monaghan 2001, Kokko & Mappes 2005). En este
sentido, se predice que las hembras exhibiran menores niveles de selectividad en la eleccidon
de pareja cuando el costo de busqueda es alto o la densidad de parejas potenciales es baja
(Howard & Young 1998, lJirotkul 1999a). En cambio, la selectividad sera mayor cuando la
variabilidad en la calidad de los machos es elevada (Kvarnemo & Forsgren 2000). Por otro lado,
estudios empiricos han demostrado que la eleccidén de pareja es afectada por la presencia de
especies cercanamente emparentadas (Noor 1999), el riesgo de predacion (Berglund 1993,
Godin & Briggs 1996, Candolin 1997, Willis et al. 2012), el riesgo de parasitismo (Vélez &
Brockmann 2006), la condicién individual del elector (Amundsen & Forsgren 2003, Hunt et al.
2005, Burley & Foster 2006), las restricciones en el tiempo de reproduccién (Backwell &
Passmore 1996), la disponibilidad de recursos (Fisher & Rosenthal 2006, Moskalik & Uetz
2011), la intensidad de competencia macho-macho (Lehtonen & Lindstrom 2008), y los
patrones demograficos (Kvarnemo et al. 1995, Wacker et al. 2013). Uno de los factores
determinantes sobre el modo y la fuerza de la seleccidn sexual es la relaciéon operacional de

sexos (ROS) (Owens & Thompson 1994), definida como la relacién machos/hembras aptos para
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reproducirse en un momento dado (Emlen & Oring 1977). La ROS puede incidir tanto en la
competencia intrasexual (revisado en Kvarnemo & Ahnesjé 1996, Weir et al. 2011, O'Rourke &
Mendelson 2012) como en los niveles de selectividad (Berglund 1994, Balshine-Earn 1996,
Jirotkul 1999a, Kokko & Mappes 2005). Ademas, una variedad de estudios en peces han
mostrado que factores ambientales abidticos, tales como la concentracién de oxigeno
(Reynolds & Jones 1999), la intensidad de luz (Rick et al. 2006), la turbidez de agua (Jarvenpaa
& Lindstrom 2004), y la temperatura (Silva et al. 2007), pueden ser agentes efectivos en la

modulacién del comportamiento de apareamiento.

Las fluctuaciones a lo largo de la estacién reproductiva, tanto de diversas variables
ecoldgicas como de los patrones demograficos, han sido ampliamente documentadas en
diversos taxa, y en estos casos la relacién costo-beneficio de la eleccion de pareja podria variar
temporalmente (Jennions & Petrie 1997). Estas variaciones proveen las condiciones para que
se vea favorecida la plasticidad adaptativa en las preferencias de apareamiento y en los niveles
de selectividad de las hembras (Qvarnstrom et al. 2000). Si las preferencias y/o el grado de
selectividad varian en el tiempo, entonces la seleccién sobre un caracter en particular podria
decrecer y conducir a un detrimento en la expresion del mismo. Alternativamente, la variacion
en las preferencias de las hembras podria resultar en el mantenimiento selectivo del
polimorfismo del rasgo del macho (Jennions & Petrie 1997, Howard & Young 1998). lLa
plasticidad en la eleccion de pareja y los cambios concomitantes en los patrones de
apareamiento a través del tiempo, pueden debilitar la fuerza de la seleccidn sexual y mantener
la variacidon genética subyacente en varios ornamentos sexuales (Chaine & Lyon 2008). La
investigacion acerca de la plasticidad adaptativa en el comportamiento de eleccién de las
hembras ha tenido un importante auge en las ultimas décadas (Qvarnstrom 2001). Numerosos
estudios dan soporte a la idea que las preferencias de apareamiento no son estdticas y que
ademas esta plasticidad comportamental es adaptativa (Lynch et al. 2005, Borg et al. 2006,
Pfennig 2007, Reaney & Bacckwell 2007, Chaine & Lyon 2008, Heubel & Schlupp 2008,
Kasumovic et al. 2008, Milner et al. 2010). En este sentido, aproximaciones recientes sobre las
preferencias de apareamiento en diferentes momentos de la estacion reproductiva, han
contribuido a una mejor comprension de la relacidn entre factores demograficos, como la ROS
y la densidad poblacional, y los cambios en la fuerza y direccién de la seleccidn sexual (Jann et
al. 2000, Prohl 2002, Forsgren et al. 2004, Borg et al. 2006, Cockburn et al. 2008, Kasumovic et
al. 2008). En consecuencia, el estudio de la variaciéon en estos parametros poblacionales es
relevante en la medida que afectan la presidon de seleccién y por lo tanto determinan la tasa y

la direccidn de la evolucion de un caracter por seleccion sexual.
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El ambiente bidtico y abidtico raramente es estable, y la flexibilidad en la preferencia
de apareamiento de las hembras a lo largo de la estacidon reproductiva probablemente sea
frecuente. A su vez, estudios longitudinales han detectado oscilaciones en las preferencias de
apareamiento de las hembras a lo largo de distintas estaciones reproductivas (Chaine & Lyon
2008, Lehtonen et al. 2010). En este sentido, se espera que las especies que habitan
ambientes altamente variables con fluctuaciones predecibles, presenten plasticidad fenotipica

en las preferencias de apareamiento (Milner et al. 2010).

Los peces anuales del género Austrolebias habitan charcos temporales de poca
profundidad que presentan grandes variaciones en diversos ejes ambientales a lo largo del
ciclo (Williams 2006). El habitat, en combinacién con la historia de vida de este grupo de peces,
genera dos escenarios sustancialmente diferentes y predecibles, al inicio y al final de la
estacion reproductiva. Hacia el final de la temporada, la evaporacion del agua favorecida por el
progresivo aumento de la temperatura reduce drasticamente el area total del charco y de las
zonas aptas para la reproduccién, mientras la amplitud térmica aumenta y se extreman las
condiciones ambientales. Estas circunstancias, mas el decaimiento inflexible de las
expectativas de vida y de las oportunidades de apareamiento, sugieren que las preferencias de
apareamiento de las hembras pueden modificarse a medida que avanza la primavera. Ademas,
la eleccion de pareja podria verse afectada también por cambios demograficos ocurridos a lo
largo del ciclo, especificamente por variaciones de la proporcién sexual. Las especies del
género Austrolebias presentan un marcado dimorfismo sexual en morfologia vy
comportamiento (Costa 2006, Garcia et al. 2009). Los machos son de mayor tamafio, exhiben
coloraciones vistosas, cortejan activamente a las hembras y presentan elevados niveles de
agresividad intrasexual. Por el contrario, las hembras son pequefias, de coloracién
relativamente criptica, tienen un rol pasivo durante el cortejo y no son agresivas (Vaz-Ferreira
et al. 1964, Loureiro 2004, Costa 2006, Garcia et al. 2008). Estas caracteristicas posiblemente
ocasionen mayor nivel de mortalidad en los machos, debido al agotamiento causado por los
enfrentamientos agonisticos y los despliegues de cortejo, asi como mayor susceptibilidad a la
predacién. Las caracteristicas del habitat, combinadas con el particular ciclo de vida de los
peces anuales, ofrecen novedosas y propicias condiciones para investigar causas vy
consecuencias de la plasticidad adaptativa de los niveles de selectividad y preferencias de

apareamiento, y por lo tanto en las oportunidades para la seleccidn sexual.

Este estudio propone determinar la proporcién sexual en poblaciones (charcos) de A.

charrua y A. reicherti, y evaluar experimentalmente la preferencia de apareamiento de las
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hembras de A. reicherti a lo largo de la estacién reproductiva. La hipdtesis propuesta es que la
proporcién de machos disminuye en las etapas tardias de la temporada y que, en concierto
con los cambios en la disponibilidad de pareja, la selectividad de las hembras desciende en el
transcurso del ciclo reproductivo. Debido a que la proporcién sexual no fue manipulada en las
experiencias de laboratorio, este trabajo evalla si las decisiones comportamentales de las

hembras son afectadas por la experiencia previa de disponibilidad de parejas en el campo.
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MATERIALES Y METODOS

1- Proporcidn sexual en poblaciones naturales

La proporcidon sexual fue estimada en 10 poblaciones de A. charrua y 10 poblaciones de A.
reicherti a lo largo de la temporada reproductiva 2011 (Tabla 3.1, Anexo 1). Muestreos
sistematicos en los distintos ambientes, y registros locales de pluviosidad
(www.meteorologia.gub.uy), permitieron estimar que la eclosién de los peces ocurrié en el

periodo comprendido entre la Ultima semana de abril y la segunda semana de mayo.

En 15 poblaciones se colectaron individuos al inicio (semana 14-16 luego de la
eclosién; agosto) y al final (semana 25-27 luego de la eclosidn; octubre) de la estacion
reproductiva. Las 5 poblaciones restantes fueron muestreadas solamente en un momento de
la estacién (Tabla 3.1). En cada muestreo, tres personas capturaron peces con red de mano a
lo largo de un recorrido aleatorio por el charco durante un periodo de 10 a 30 minutos,
dependiendo de la densidad de individuos y del tamafo del charco. Se registré el sexo de
todos los peces colectados y luego, los individuos fueron simultdneamente devueltos al

charco.

La desviacion de la proporcion sexual esperada 1:1 fue analizada mediante la prueba
Chi-cuadrado. La variacién estacional en la proporcidon de machos en poblaciones muestreadas
al inicio y final de la estacidn, fue estimada mediante la prueba t para muestran relacionadas.
Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA de dos factores) para evaluar diferencias en la
proporcién de machos (variable dependiente) entre las especies y la fecha de colecta (factores

fijos independientes).
2- Preferencias de apareamiento de las hembras
Colecta y mantenimiento

Se colectaron individuos de A. reicherti con red de mano en tres poblaciones localizados en el
Departamento de Treinta y Tres, al comienzo (agosto) y al final (noviembre) de la estacion
reproductiva 2012. Durante las colectas se registrd la proporciéon sexual en dos de las
poblaciones, tal como se detallé en la seccién anterior (Tabla 3.1, Anexo 1). Los peces

capturados para los ensayos comportamentales en cada instancia fueron trasladados a la
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Facultad de Ciencias y mantenidos de 2 a 5 dias bajo un régimen de temperatura constante
(19°C), fotoperiodo natural, y alimentacion ad libitum con Tubifex sp. Los machos se alojaron
en acuarios individuales (20 x 9 x 15 cm, largo x ancho x altura) mientras que las hembras se
mantuvieron en acuarios comunales (40 x 13 x 15 cm) en grupos de hasta 5 individuos. Luego
de la experimentacidén, los peces fueron retornados a los mismos acuarios de mantenimiento

constituyendo el stock de cria en cautiverio.

Acuario experimental y ensayos comportamentales

Luego de un periodo minimo de 48 horas de aclimatacidn a las condiciones de cautividad, se
realizaron pruebas de preferencia de apareamiento durante los tres dias siguientes (10
ensayos cada dia). Los ensayos comportamentales se llevaron a cabo en acuarios de 60 x 20 x
20 cm divididos transversalmente en tres compartimentos mediante tabiques de acrilico
transparente con perforaciones de 4 mm de didmetro: un compartimento central de 40 cm vy
dos compartimentos estimulo laterales de 10 cm cada uno. El espacio central fue a su vez
subdividido mediante marcas externas en tres sectores: un sector central de 30 cm (zona
neutra) y dos sectores laterales de 5 cm cada uno (zonas de eleccién) (Figura 3.1). A fin de
asemejar las condiciones naturales, el piso del acuario fue cubierto con turba y se colocd
Myriophyllum sp., una planta especialmente abundante en los charcos temporales, en los
compartimentos de eleccidn y en la zona neutra. La vegetacién brindd refugio a los peces e
impidid parcialmente el contacto visual y por tanto la interferencia entre los individuos
colocados en los extremos del acuario. Para reducir cualquier fuente de disturbio externo y
proveer un fondo uniforme, tanto las paredes laterales como la pared trasera del acuario
fueron recubiertas con laminas pldsticas de color negro. Todos los experimentos fueron

realizados entre las 8:00 y las 14:00 horas.

Para establecer el patron temporal de la eleccion de las hembras, se evalud la
preferencia al comienzo y al final de la estacion reproductiva de 30 hembras frente a 30 pares
distintos de machos tomados al azar, para cada caso. En ambos momentos de la estacidn, los
individuos fueron sometidos a las mismas condiciones de cautividad y experimentacion. La
hembra focal fue colocada en el compartimento central y se le permitiéd nadar libremente
durante 20 minutos de aclimatacion y reconocimiento del acuario experimental.
Posteriormente la hembra fue recluida en el centro de la zona neutra en un prisma de acrilico
opaco (10 X 10 X 20, largo x ancho x altura) y se colocé un macho en cada compartimento
lateral. Los machos fueron asignados aleatoriamente al compartimento estimulo derecho o

izquierdo. Luego de 10 minutos de aclimatacion de los machos al acuario experimental, el
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prisma de acrilico fue removido y se obtuvo un video-registro de cuatro periodos de 15

minutos espaciados por un intervalo de 1 hora.
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FIGURA 3.1 Acuario experimental para pruebas de preferencia de apareamiento. Divisiones
transversales mediante tabiques de acrilico transparente con perforaciones dividieron al acuario en tres
compartimentos. Un compartimento central donde se alojé a la hembra focal y dos compartimentos
laterales donde se colocaron los machos estimulo. El compartimento central fue subdividido mediante
marcas externas (lineas punteadas) en una zona neutra y dos zonas de eleccion. En la zona neutra y en
los compartimentos de los machos se colocaron plantas Myriophyllum sp a modo de refugio.

Variables y analisis estadistico

Luego de finalizados los ensayos comportamentales, el flanco izquierdo de todos los individuos
fue fotografiado (ver detalles metodoldgicos en el capitulo 1). A partir de las imagenes
digitales se registrd el largo estandar en ambos sexos (desde el margen anterior de la cabeza
hasta el margen distal del pedunculo caudal), y nimero y ancho de las bandas verticales
oscuras en los machos, utilizando el software tpsDig2. El ancho de las bandas verticales fue
considerado como la relacion entre el drea pigmentada y el espacio inter-banda a lo largo de la
linea que va desde el margen anterior de la cabeza hasta el margen distal del peduinculo caudal
(Figura 3.2). Se registrd la masa corporal de todas las hembras en una balanza digital de
precision + 0.01 g. Para ello, las hembras fueron retiradas del acuario y dispuestas sobre una
hoja de papel absorbente para extraer el agua superficial, e inmediatamente colocadas sobre
la balanza. Este procedimiento no tardé mas de 10 segundos y la manipulacién no tuvo efectos

detectables en el comportamiento subsecuente.
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La preferencia de las hembras fue estimada como el tiempo de interaccién con cada
uno de los machos en las zonas de eleccion. El comportamiento de interaccion incluye Ila
orientacién de la hembra a los machos estimulo, la natacidon conjunta, la aceptacion al
seguimiento y al enterramiento (ver capitulo 1). El tiempo de interaccidén con los machos en las
distintas etapas de la temporada reproductiva fue comparado mediante la prueba t para
muestras independientes. Debido a que la disposicidon general a interactuar con los machos
podria estar afectada por el tamafio de la hembra, se evalué la relacién entre el tiempo de
permanencia en ambas zonas de eleccién (motivacion) y el largo estandar, y peso de las

hembras, mediante la correlacién de Pearson.

FIGURA 3.2 Fotografia de un macho A. reicherti. En el
esquema inferior se muestra el ancho de las bandas
verticales a nivel de la linea que va desde el margen
anterior de la cabeza hasta el margen distal del
pedunculo caudal.

Un macho particular fue considerado preferido si la hembra interactud con él mas del
50% del tiempo de interaccién total (Wong 2004). Un criterio mas exigente, considerando
preferencia solamente cuando la hembra permanecié mas del 60% del tiempo de interaccion
con uno de los machos, excluye del analisis 5 ensayos del inicio y 6 del final de la estacidn. Sin
embargo, debido a que los resultados no se modificaron con el uso de este criterio, todas las
pruebas fueron finalmente consideradas. Para cada momento de la estacién, se comparé el
tamafio corporal y el numero y ancho de las bandas entre los machos preferidos y no
preferidos mediante la prueba Wilcoxon. Ademas, se realizéd una regresion lineal entre la
preferencia neta de las hembras (tiempo con el macho preferido — tiempo con el macho no
preferido; variable dependiente), el tamafio promedio de ambos machos, y la diferencia de los
machos en el tamafio, niUmero y ancho de las bandas verticales (variables independientes). La

preferencia neta de las hembras y la asimetria en el tamafio de los machos estimulo al inicio y
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al final de la estacién reproductiva, fue comparada mediante la prueba t para muestras

independientes y la prueba Mann-Whitney, respectivamente.

Para que un ensayo fuera incluido en el andlisis, se estableci6 como criterio que la
hembra focal interactuara con ambos machos y permaneciera mds del 20% del tiempo en las
zonas de eleccién. Todos los datos fueron evaluados para la normalidad usando el test de
Kolmogorov-Smirnov. A menos que se indique, los valores reportados son la media + error
estandar. Para los andlisis estadisticos se utilizé el software SPSS, versiéon 15.0 para Windows.

La significancia estadistica fue considerada a a = 0.05.
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RESULTADOS

1- Proporcidn sexual

Se colectaron 4246 individuos de A. charrua y A. reicherti (1639 machos y 2607 hembras)
durante la estaciéon reproductiva 2011. La razdn sexual varié a lo largo de la estacidn en ambas
especies, observandose una disminucién en la proporcidon de machos al final del ciclo (prueba t
para muestras relacionadas: t;, = 6.33, P < 0.001). En la mayoria de las poblaciones la
proporcién sexual no fue diferente de 1:1 en agosto, pero estuvo sesgada a favor de las

hembras en octubre (Tabla 3.1).

De las 10 poblaciones de A. charrua estudiadas, 7 fueron muestreadas en diferentes
momentos del afo. El nimero de machos y hembras capturados en agosto no fue
significativamente diferente en ningln caso. Sin embargo, en octubre, la proporcién sexual
estuvo sesgada a favor de las hembras en 6 poblaciones. En la poblacién restante, si bien se
colectaron mas hembras que machos, la proporcidn no fue significativamente distinta de 1:1.
Otras 3 poblaciones fueron muestreadas solamente en la etapa tardia de la estacién, y la
proporcién de machos fue menor a la de las hembras, aunque la diferencia fue significativa

solamente en 2 casos (Tabla 3.1).

De las 10 poblaciones de A. reicherti consideradas, 8 fueron muestreadas al inicio y al
final de la estacidon reproductiva. En agosto, solamente en una de las poblaciones la proporcién
sexual fue significativamente distinta de 1:1 y sesgada hacia las hembras. Por el contrario, en
octubre, la proporcion estuvo desviada hacia las hembras en 7 casos. En la poblacidn restante,
si bien se colectaron mds hembras que machos, la proporcidn no se aparto significativamente
de 1:1. Dos poblaciones mas fueron muestreadas solamente en una etapa del ciclo
reproductivo. Mientras que la poblacion muestreada en agosto no mostré diferencias
significativas en la proporcion de sexos, la poblacién muestreada en octubre presentd un sesgo

significativo a favor de las hembras (Tabla 3.1).

La fecha de colecta afectd significativamente la proporcion de machos en las
poblaciones, pero la proporcidn sexual no fue distinta entre las especies, y no hubo interaccion

entre la fecha de colecta y la identidad de la especie (ANOVA de dos factores: fecha de colecta:
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F126 = 45.30, P < 0.001; especie: F; ;= 1.24, P = 0.275; fecha de colecta*especie: F; ,; = 0.86, P

< 0.363; Figura 3.3).

TABLA 3.1 Proporcion sexual en poblaciones de A. charrua y A. reicherti, al inicio (agosto) y al final
(octubre) de la estacidn reproductiva 2011. Se muestra el nUmero de machos, el nimero de hembras,
la proporcién de machos, el valor del estadistico Chi-cuadrado y su significancia. @ ver Anexo 1; (0}
valores correspondientes a la temporada 2012 de los charcos considerados durante las pruebas de
preferencia (ver texto).

inicio de estacion

final de estacion

charco,,)  especie 4 2  Qlotal X? P 4 9 J/total X? P
NCH1 A. charrua 109 125 0.47 1.09 0.30 66 130 0.34 20.9 <.01
NCH5  A.charrua 69 70 0.50 0.01 0.93 43 92 0.32 17.79 <.01
NCH21 A.charrua 42 46 0.48 0.18 0.67 23 54 0.30 1248 <.01
NCH4 A. charrua 6 6 0.50 0.00 1.00 14 50 0.22 20.25 <.01
NCH17 A.charrua 16 10 0.62 1.39 0.24 2 13 0.13 8.07 <.01
SCH12 A.charrua 11 15 0.42 0.62 043 17 44 0.28 1195 <.01
SCH2 A.charrua 51 52 0.50 0.01 0.92 40 50 0.44 1.11 0.29
SCH16 A.charrua 42 80 0.34 11.84 <.01
SCH7 A. charrua 24 53 0.31 10.92 <.01
SCH14  A. charrua 20 30 0.40 2.00 0.16

Al A. reicherti 117 134 0.47 1.15 0.28 42 109 0.28 29.73 <01
A6 A. reicherti 56 73 0.43 224 0.13 59 153 0.28 41.68 <.01
A7 A. reicherti 47 62 0.43 2.06 0.15 37 85 0.30 18.89 <.01
Al8 A. reicherti 66 75 0.47 0.57 045 34 93 0.27 2741 <.01
Al4 A. reicherti 25 31 0.45 0.64 0.42
T4 A. reicherti 116 124 0.48 0.27 0.61 32 79 0.29 19.9 <.01
T5 A. reicherti 152 167 0.48 0.71 0.40 52 119 0.30 26.25 <.01
T3 A. reicherti 57 79 0.42 3.56 0.06 68 88 0.44 2.56 0.11
T10 A. reicherti 67 124 0.35 17.01 <.01 7 50 0.12 3244 <01
T12 A. reicherti 10 42 0.19 19.69 <.01
A6, A. reicherti 49 51 0.49 0.04 0.84 13 28 0.32 5.49 0.02
A7, A. reicherti 53 69 0.43 2.10 0.15 17 39 0.30 8.64 <.01
Aldy, A reicherti
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FIGUEA 3.3 Proporcién de machos (media * ES) en poblaciones de A. charrua
(N =7) y A. reicherti (N = 8) al inicio (agosto) y final (octubre) de la estacion
reproductiva. La linea punteada representa igual nimero de machos vy
hembras. (*) p <0.001

2- Preferencias de apareamiento

La proporcién sexual en las poblaciones donde se colectaron los individuos para los ensayos

comportamentales fue similar a lo reportado en los muestreos de 2011 (Tabla 3.1).

Cinco ensayos fueron excluidos del analisis porque las hembras (3 del inicio y 2 del final
de la estacion reproductiva) permanecieron asociadas con un solo macho sin visitar el otro
sector del acuario. Otras 3 hembras (2 del inicio y 1 del final de la estacidn reproductiva)
pasaron mas del 80% del tiempo refugiadas entre las plantas de la zona neutra. Entonces, de
las 60 pruebas de preferencia realizadas, 52 fueron finalmente consideradas para el andlisis

(25 de inicio y 27 de final de temporada).

Las hembras pasaron el 71.5 + 2.6% del tiempo en las zonas de eleccién orientadas e
interactuando con los machos, y no presentaron diferencias en la motivacion al inicio y final de
la temporada (prueba t para muestras independientes: t;, = -0.146, N1 = 25, N2 =27, P =
0.884). El tiempo de interaccidn con los machos no se relaciond significativamente con el
tamanfio ni con el peso de las hembras (correlacion de Pearson: tamafio: r5, = 0.144, P = 0.310;
peso: rs, =-0.017, P = 0.907). El tiempo de interaccidn de la hembra con el macho preferido (el
macho con el que interactué mas tiempo), no fue significativamente diferente en los distintos

momentos de la estacidn reproductiva (inicio de estacidén: 996.5 + 128.4; final de estacion:
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1102.6 + 170.9; prueba t para muestras independientes: ts, = -0.490, N1 = 25, N2 =27, P =
0.626).

Al inicio de la estacidn reproductiva, los machos preferidos fueron significativamente
mas grandes que los machos no preferidos, pero no difirieron en el nimero ni en el ancho de
las bandas verticales (Tabla 3.2). La preferencia neta en este momento de afio se relacioné
positivamente con la asimetria en el tamafo corporal de los machos, pero no exhibio relacidon
con el tamafio promedio, con la diferencia en el nimero de bandas, ni con la diferencia en el
ancho de las bandas verticales de los machos (R2 =0.382, F;,=3.085, P =0.039; Tabla 3.3). En
la etapa tardia de la temporada, los machos preferidos y no preferidos no se diferenciaron en
ninguna de las variables analizadas (Tabla 3.2). Ademas, la preferencia neta en esta etapa no
se relaciond con la diferencia en el tamafio, ni con la diferencia en el nimero y ancho de las
bandas, asi como tampoco con el tamafio promedio de los machos (R2 =0.116, F,,,=0.724,P =

0.585; Tabla3.3).

Entre las estaciones, no se evidenciaron diferencias significativas en la asimetria
absoluta ni en la diferencia proporcional (macho mayor/macho menor) de tamafio de los
machos estimulo (diferencia absoluta: prueba t para muestras independientes: t;; = 1.299, N1
=25, N2 = 27, P = 0.200; diferencia proporcional: prueba Mann-Whitney: U = 254, N1 = 25, N2
=27,P=0.126).

TABLA 3.2 Comparacion entre caracteres de los machos preferidos y no preferidos por las hembras de A. reicherti
en pruebas de eleccidn al inicio (agosto) y al final (noviembre) de la estacion reproductiva. @ Media * DE; ®)
valores de la prueba Wilcoxon.

Estacién (N) Caracter Macho preferido(a) Macho no preferido(a) z9 P
Agosto (25) Tamafio 36.5+4.3 341+39 -2.71 0.007
N° de bandas 69+1.1 6.8+1.1 -0.34 0.731
Ancho de bandas 0.66 +£0.11 0.68+0.16 -0.84 0.399
Noviembre (27) Tamafio 39.1+4.3 38.7+4.1 -0.28 0.782
N° de bandas 7.1+13 7.1+1.2 -0.46 0.963
Ancho de bandas 0.68 £0.17 0.68 £0.15 -0.17 0.866
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TABLA 3.3 Valores del analisis de regresién multiple, al inicio y al final de la estacion reproductiva de A.
reicherti, entre la preferencia neta de las hembras (tiempo con el macho preferido — tiempo con el
macho no preferido), y la diferencia de los machos en el tamafio, nimero y ancho de las bandas
verticales, y el tamafio promedio de ambos machos.

Coeficiente beta

estandarizado t P
Inicio de estacion
Diferencia en tamafio 0.628 3.352 0.003
Diferencia en n° de bandas 0.067 0.367 0.718
Diferencia en ancho de bandas -0.036 -0.201 0.843
Tamafo promedio -0.066 -0.368 0.717
Final de estacion
Diferencia en tamafio -0.198 -0.978 0.339
Diferencia en n° de bandas 0.293 1.406 0.174
Diferencia en ancho de bandas -0.131 -0.632 0.534
Tamafio promedio -0.012 -0.061 0.952
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DISCUSION

Este trabajo evidencia variacidén tanto en la proporcion sexual como en la eleccion de pareja de
las hembras a lo largo de la estacion reproductiva en peces anuales del género Austrolebias. La
proporcién de machos disminuyd hacia el final de la temporada en poblaciones naturales de A.
charrua y A. reicherti. A comienzos de la temporada (agosto) las hembras de A. reicherti
interactuaron mas con los machos de mayor tamafno en pruebas de eleccién simultanea; sin
embargo, los machos preferidos por las hembras al final de la estacidon reproductiva

(noviembre) no fueron significativamente de mayor tamafio que los machos no preferidos.

De acuerdo a la hipétesis, en la mayoria de las poblaciones la proporcién de sexos
estuvo sesgada hacia las hembras al final del ciclo. La proporcién sexual difirid
significativamente en los distintos momentos de la estacién, y la variacidon no estuvo afectada
por la identidad de la especie. Los peces exhiben gran variabilidad respecto a los mecanismos
de determinacién del sexo, y tanto la determinacién ambiental o genética han evolucionado
multiples veces de manera independiente (Mank et al. 2006). En A. charrua, recientemente se
ha sugerido que el sexo es determinado por via genética (Arezo 2012). En condiciones de
cautiverio no se han detectado diferencias sexuales en la tasa de mortalidad (observacion
personal), por lo tanto los resultados provenientes de los muestreos de campo sugieren
mortalidad extrinseca superior de los machos en las poblaciones naturales. Similares
resultados han sido reportados en otros Cyprinodontiformes anuales del género
Nothobranchius (Hass 1976, Reichard et al. 2009). La competencia entre los machos en ambas
especies es elevada, y a menudo los enfrentamientos agonisticos provocan lesiones a los
machos subordinados (ver capitulo 1, Fabra 2011). Ademads, durante el comportamiento
reproductivo los machos cortejan activamente a las hembras mediante despliegues visuales y
locomotores (Belote & Costa 2004, Garcia et al. 2008). Probablemente, las interacciones
sociales que ocurren en la naturaleza suponen a los machos un mayor desgaste fisico, niveles
mas elevados de estrés y consecuente disminucion de la inmunocompetencia, lo que podria
dar cuenta de la mortalidad diferencial observada en el campo, tal como ha sido documentado
en numerosas especies de vertebrados (Zuk 1994). Por otra parte, al igual que el resto de las
especies del género, A. charruay A. reicherti presentan un marcado dimorfismo sexual, donde
los machos son de mayor tamafio y poseen un patrdon de coloracidn que consiste en un disefio

de bandas oscuras contrastantes con un fondo azulado iridiscente en el flanco, mientras que
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las hembras son pequefias y de coloracion relativamente criptica (Loureiro & Garcia 2008,
Garcia et al. 2009). La conspicua coloracion combinada con la mayor exposicion desplegada
durante las interacciones sociales, posiblemente convierta a los machos en individuos mas

vulnerables a la predacién, tal como fue determinado en N. guentheri (Hass 1976).

Al comienzo de la estacién reproductiva las hembras de A. reicherti prefirieron a
machos de mayor tamafio corporal, y el nivel de preferencia estuvo relacionado positivamente
con la diferencia en el tamafio de los machos. El tamafio es un determinante importante del
fitness en muchas especies de diversos grupos taxondomicos (Andersson 1994), y la preferencia
de las hembras por machos de mayor tamano ha sido ampliamente documentada en peces
(Ryan & Wagner 1987, Ryan et al. 1990, Rosenthal & Evans 1998, ver capitulo 1). La
preferencia de las hembras por el mayor tamafio corporal de los machos podria ser causada
por varias razones (ver capitulo 1). Por ejemplo, dado que el tamafo se asocia con la
dominancia (capitulo 1), al aparearse con machos grandes las hembras podrian acceder a
refugios y mejores sitios para desovar, ambos factores limitantes para la reproduccion vy
viabilidad de los huevos. Sin embargo, al final de la estacidn las hembras no prefieren a los
machos de mayor tamafio, y la diferencia en el tiempo de interacciéon no se relacioné con la

asimetria en el tamafo de los machos.

Debido a que el tiempo que las hembras interactuaron con los machos no fue
diferente al inicio y final de la estacién, la variacién entre estas etapas respecto a la
preferencia de las hembras por el tamano corporal de los machos no puede atribuirse a
cambios en la motivacién reproductiva en distintos momentos del afio. Las diferencias
registradas a lo largo de la estacidn tampoco se relacionaron con el fenotipo de las hembras ya
que éstas no ajustaron su comportamiento de acuerdo a su propio tamafo y peso corporal.
Por otra parte, el tamafio de los machos en los distintos momentos de la estaciéon tampoco da
cuenta del patrén encontrado, ya que ni la diferencia absoluta ni la diferencia relativa entre las
diadas de machos estimulos utilizados en los ensayos fue distinta al inicio y al final de la
estacion. Ademas, si el tamafo de los machos que conforman la diada de estimulo afectase las
decisiones comportamentales de las hembras, se esperaria una relacion entre el tamafo de los
machos (por ejemplo el promedio de la diada) y las preferencias de las hembras; y esto no fue

observado.

Dos alternativas, no excluyentes, podrian explicar la variacidon encontrada respecto a la
preferencia de las hembras en los distintos momentos del afio (Borg et al. 2006). Primero, tal

como predice la hipétesis, la selectividad de las hembras disminuye a medida que avanza la
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estacion como resultado de la menor disponibilidad de parejas (Johnstone et al. 1996; Kokko &
Johnstone 2002, Borg et al. 2006). El cambio en la proporcion sexual en las poblaciones
naturales podria aumentar el costo de rechazar un macho debido a la disminucién de la tasa
de encuentro de parejas potenciales (Kokko & Mappes 2005). Ademas, como ha sido
demostrado en otras especies de peces, la disminucion en la proporcién de machos
disponibles puede causar un aumento en la competencia entre las hembras asi como en la
selectividad de los machos (Forsgren et al. 2004), ambos factores de incidencia negativa sobre
las oportunidades de las hembras de ser selectivas durante la etapa tardia de la estacidn
reproductiva. Por otra parte, factores intrinsecos pueden causar cambios en las decisiones de
apareamiento de las hembras sobre el curso del ciclo de vida (Kodric-Brown & Nicoletto 2001,
Moore & Moore 2001, Lynch et al. 2005). En este sentido, la desaparicidon de las masas de agua
temporales donde habitan las Austrolebias durante los periodos de desecacidn, se acompafia
de la muerte masiva de las formas adultas. Este particular ciclo biolégico donde las
expectativas de vida y las concomitantes oportunidades de apareamiento decrecen a medida
gue avanza la estacion, habilita a su vez a la disminucidn en la selectividad de las hembras en
las etapas tardias de la temporada. En muchos casos se ha evidenciado que las hembras
ajustan temporalmente su selectividad en relacién a los costos y beneficios de un momento
dado (Jennions & Petrie 1997, Qvarnstrom 2001). Por ejemplo, en los peces gobies han sido
reportados cambios en la selectividad de las hembras a medida que avanza la estacidon
reproductiva. Mientras que en Pomatoschistus minutes, la selectividad aumenta en etapas
tardias de la estacion, posiblemente debido a la reduccién en el costo de busqueda (riesgo de
predacién) y a la mayor variabilidad en la calidad de las parejas (intensidad de cortejo;
Forsgren 1997), en Gobiusculus flavescens, la selectividad de las hembras disminuye al final de
la estacion, posiblemente debido a cambios en los beneficios respecto al cuidado parental de

los huevos (Borg et al. 2006).

Una segunda alternativa para explicar la variacion observada al inicio y final de la
estacion, es que las hembras modifican su preferencia en los distintos momentos de afo.
Tanto la calidad de los machos como los caracteres que mejor la reflejen, podrian cambiar
durante la estacion (Jennions & Petrie 1997, Qvarnstrom 2001). Por ejemplo, al comienzo de la
temporada reproductiva, las hembras de A. reicherti se beneficiarian al aparearse con machos
dominantes (atributo relacionado al tamafio corporal, capitulo 1), al acceder a refugios y
mejores sitios para desovar. Sin embargo, el tamafio de los machos podria no ser un buen
indicador de calidad en las etapas tardias de la estacién. La disminucion en la proporcién de

machos al final de la temporada posiblemente resulta en un descenso en el nivel de
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competencia macho-macho, y por lo tanto las hembras ya no obtendrian beneficios al
aparearse con los machos de mayor tamano. En este sentido, la ausencia de eleccién en base
al tamafio corporal de los machos al final de la estacién podria estar respondiendo a un cambio
en las preferencias de las hembras. A menudo, la preferencia de las hembras se basa en
multiples caracteres de los machos (Candolin 2003). Diferentes caracteristicas reflejan
distintos aspectos de la calidad de la pareja, y las hembras podrian valorar diferencialmente
estas caracteristicas segun el contexto o modificar la cantidad de atributos evaluados en un

momento dado (Jennions & Petrie 1997, Qvarnstrom et al. 2000, Candolin 2003).

En apoyo a esta Ultima alternativa, la preferencia neta (la diferencia en el tiempo de
interaccion con el macho preferido y el no preferido) de las hembras de A. reicherti no difirio al
inicio y al final de la estacién reproductiva. En este sentido, la ausencia de preferencia por
tamafio corporal en la etapa tardia de la estacién podria deberse a un cambio en el valor
relativo de distintos caracteres de los machos en el transcurso de la estaciéon. Muchos estudios
en peces han documentado eleccidon de pareja en base al disefio de pigmentacion del cuerpo
(por ej. Seehausen et al. 1997, Seehausen & van Alphen 1998), y especificamente al patréon de
bandas verticales (Morris et al. 1995, 2003). En este trabajo sin embargo, no se detectaron
diferencias en el nimero de bandas ni el ancho de las mismas (ancho relativo al espacio inter-
banda) entre los machos que resultaron preferidos y no preferidos. Ademas, la diferencia en el
tiempo que las hembras interactuaron con los machos no se relaciond con las diferencias en la
pigmentacién de los mismos. Los resultados negativos respecto a la relacion entre los
caracteres de pigmentacion y la preferencia de las hembras en diferentes momentos de la
estacidon, podrian deberse a la complejidad de la interaccidn entre los distintos rasgos
considerados. Ademds, otras modalidades sensoriales podrian estar involucradas en el
comportamiento reproductivo de A. reicherti. La sefalizacion quimica durante el
comportamiento reproductivo en A. recherti ha sido evidenciada (capitulo 2) y su contribucion
relativa en las decisiones de apareamiento de las hembras podria variar a lo largo de la

estacion reproductiva.

Aun cuando cualquiera de estos dos escenarios explicativos (disminucion en la
selectividad o cambio en las preferencias) sea el apropiado, los resultados sugieren que las
hembras de A. reicherti muestran plasticidad en la eleccidon de pareja. De todas maneras son
necesarios estudios adicionales para poner a prueba las distintas alternativas. Ademas, aunque

la plasticidad estacional indica que las decisiones de apareamiento pueden ser flexibles, el
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nexo adaptativo entre el cambio en las preferencias y los beneficios adquiridos para las

hembras permanece incierto.

El estudio de la plasticidad en las decisiones de apareamiento ha tenido un importante
auge en los ultimos anos. Variaciones en las preferencias afecta al proceso de seleccion sexual
y provee un mecanismo por el cual evolucionan multiples ornamentos y se mantiene la
variacion genética subyacente (Chaine & Lyon 2008). Las caracteristicas generales de los
peces anuales, especialmente las vinculadas a su ciclo de vida sujeto a grandes
transformaciones ambientales y demograficas, hacen que el género Austrolebias sea un
modelo excepcional y novedoso para contribuir a la comprensidn general de la variacion

estacional en la intensidad de la seleccidn sexual.
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CAPITULO 4.

Hibridacion entre dos especies hermanas de distribucion

parapatrida: A. reichertiy A. charrua
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INTRODUCCION

La visidn tradicional de la hibridacién como un fendmeno raro en la naturaleza, y de las zonas
hibridas como sumideros evolutivos que enlentecen o inhiben la diversificacidn, ha cambiando
sustancialmente en los Ultimos afios (Smith et al. 2003, Mallet 2005, Abbott et al. 2010, Arnold
& Martin 2010). Actualmente, la hibridacién estd bien documentada en muchos grupos
animales y existe una evidencia creciente de especies que divergen en presencia de flujo
genético o que experimentan intercambio de genes luego de ocurrida la especiacién sin
colapsar su aislamiento reproductivo. En este sentido, las especies de algunos de los grupos
gue han diversificado mas rapidamente, tal como los ciclidos de los grandes lagos del oriente
de Africa (Seehausen 2004, Schwarzer et al. 2012) y las mariposas del género Heliconius
(Mallet 2005), presentan escaso aislamiento post-apareamiento e hibridan con frecuencia.
Recientemente, la hibridacidon ha sido considerada como una pieza clave en varios fendmenos
evolutivos, como el origen de novedades evolutivas, la radiacién adaptativa y la especiacidn
(Seehausen 2004, Arnold & Martin 2010, Tobler & Carson 2010, Abbott et al. 2013). El
conocimiento del grado de hibridacidon en la naturaleza y su rol en los procesos evolutivos,

constituye un tépico en la investigacion evolutiva actual (Cui et al. 2013).

Una zona hibrida es una regién donde dos o mds poblaciones de individuos,
distinguibles en base a uno o mas caracteres heredables, se superponen espacial y
temporalmente, y se cruzan produciendo descendencia viable y, al menos, parcialmente fértil
(Arnold 1997). En teoria, las zonas hibridas pueden ser originadas a partir del contacto
primario o secundario de poblaciones que hayan divergido en simpatria o alopatria
respectivamente (Futuyma 2005). Las zonas hibridas primarias se originan in situ donde la
seleccion natural altera la frecuencia alélica en una serie de poblaciones distribuidas
contiguamente (Futuyma 2005). En este sentido, la adaptacidon local es generalmente invocada
para explicar la estructura de la zona hibrida, aunque la evidencia empirica es relativamente
escasa (Culumber et al. 2012). Por otra parte, las zonas hibridas secundarias se forman cuando
las poblaciones que han divergido en alopatria expanden sus rangos de distribucién y entran
en contacto (Futuyma 2005). La mezcla de genomas divergentes puede generar nuevas
combinaciones genéticas y producir fenotipos novedosos donde la seleccién pueda actuar (Bell
& Travis 2005). Alternativamente, el entrecruzamiento entre poblaciones divergentes puede

provocar una desventaja de los hibridos respecto a los taxa parentales. En este caso, la
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seleccidn favorecera la evolucidon de potentes barreras reproductivas preapareamiento que
conduciran la culminacién del proceso de especiacion (Coyne & Orr 2004). Por lo tanto, el
fitnnes relativo de estas nuevas variedades fenotipicas determinard, en ultima instancia, la
estabilidad y el destino de la zona hibrida (Barton 2001). Desde el punto de vista de la biologia
evolutiva, las zonas hibridas son areas consideradas como "laboratorios naturales" (Hewitt
1988) que proveen oportunidades Unicas para estudiar un amplio rango de fendmenos
evolutivos, que van desde la especiacion hasta la base genética de caracteres relacionados al

fitness (Jones et al. 2006, Culumber et al. 2012).

El género Austrolebias comprende aproximadamente 40 especies distribuidas en los
ambientes temporales de las cuencas del Rio Parana medio y bajo, el Rio Uruguay y el sistema
Los Patos-Merin (Costa 2006, Loureiro et al. 2011). Este ultimo sistema es una de las areas con
mayor numero de especies endémicas de peces anuales de la regidon subtropical del
Neotrdpico (Costa 2002), en donde destaca el complejo de especies “A. adloffi”, un grupo
monofilético formado por 6 especies (Costa 2002, Garcia 2006). De acuerdo a Garcia (2006) el
complejo de especies “A. adloffi” se habria diferenciado recientemente, quizd mediante un
proceso de especiacion simultanea y multiple. Dentro de este complejo, A. charrua y A.
reicherti son dos especies hermanas de divergencia reciente que presentan distribucién
parapatrida con una zona de contacto en la parte baja de la cuenca del Rio Cebollati, en el
Departamento de Treinta y Tres (Garcia et al. 2009) (Figura 4.1). Al igual que el resto de las
especies del complejo, A. charrua y A. reicherti se diferencian basicamente en la coloracién de
los machos mientras el comportamiento reproductivo es cualitativamente similar (Garcia et al.
2008). Los machos de ambas especies presenta un patrén diferente de pigmentacién de las
aletas impares y contrastan en el disefio de bandas verticales oscuras sobre un fondo claro en

el flanco (Loureiro & Garcia 2008).

Recientemente, Garcia et al. (2009) propusieron como el escenario mas plausible de
diferenciacion entre A. charrua y A. reicherti, la fragmentaciéon alopatrica durante
transgresiones marinas, la divergencia y posterior expansion de la distribucién involucrando
quizd un contacto secundario entre estos taxa. Ambas especies probablemente hayan
emergido desde un evento cladogenético durante el Pleistoceno tardio (1.25 MA a 450.000
afios), de acuerdo con las estimaciones del reloj molecular basado en secuencias del citocromo
b y con el escenario geoldgico de la regidn (Garcia et al. 2009). Esta hipdtesis es a la vez
congruente con analisis moleculares previos del complejo de especies “A. adloffi” (Garcia et al.

2004, Garcia 2006). Aunque no se han encontrado evidencias de flujo genético entre A.
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charrua y A. reicherti a partir del andlisis con secuencias del citocromo b (Garcia et al. 2009), el
potencial de hibridacion asi como la caracterizacién del area de contacto no ha sido

suficientemente abordado.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la posible existencia de hibridacidon entre A.
charrua y A. reicherti y su potencial efecto sobre la variabilidad morfoldgica intraespecifica, y
aportar a la comprension de los procesos involucrados en la especiacién. Especificamente se
propone 1) caracterizar la morfologia y el patrén de pigmentacion de los individuos en el area
de contacto; 2) evaluar la variacidén geografica de la morfologia y la pigmentaciéon de ambas
especies; 3) evaluar la hibridacidon en cautiverio; 4) comparar el fenotipo de los hibridos
obtenidos en cautiverio con el de las especies parentales, asi como con los ejemplares

colectados en el 4rea de contacto.
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MATERIALES Y METODOS

En primera instancia, se evalud la existencia de hibridacidn en la naturaleza entre A. reicherti y
A. charrua, mediante la comparacién morfolégica de poblaciones localizadas en la zona de
contacto (ZC) con poblaciones “puras” de las especies parentales. El analisis se basd en
caracteres morfométricos, evaluados a través de la morfometria geométrica, y en caracteres
relacionados a la pigmentacion de las aletas y del cuerpo, ya que son diagnéstico de las
especies parentales (Loureiro & Garcia 2008). En una segunda instancia, se determiné la
variacién geografica de la morfologia y la pigmentacién, a través de la comparacién de
poblaciones cercanas a la zona de contacto (cercanas a ZC) y centrales de la distribucion de
ambas especies parentales. Por Ultimo, se evalud la morfologia y la pigmentacién de la

descendencia resultante de cruzamientos homo y heteroespecificos realizados en cautiverio.
Colecta de animales y condiciones de mantenimiento

Se colectaron 193 hembras y 225 machos adultos de A. charrua, A. reicherti, y de ZC, con red
de mano en charcos temporales localizados en los Departamentos de Rocha y Treinta y Tres
(agosto-octubre de 2011). Para cada especie, se realizaron colectas en poblaciones centrales
de la distribucién y en poblaciones cercanas a ZC (Tabla 4.1, Figura 4.1, Anexo 1). Los peces
capturados fueron trasladados a la Facultad de Ciencias y mantenidos a temperatura
constante de 19° C, fotoperiodo natural, y alimentacién ad libitum con Tubifex sp. Los machos
fueron alojados en acuarios individuales (20 x 9 x 15 ¢cm, largo x ancho x altura) para reducir el
estrés provocado por las interacciones agonisticas y prevenir el establecimiento de jerarquias.
Las hembras fueron alojadas en acuarios comunales (40 x 13 x 15 c¢cm), en grupos de hasta 5

individuos.
Reproduccidn en cautiverio

En el afio 2009 se realizaron experiencias de reproduccién en cautiverio con individuos de
A.charrua y A. reicherti colectados en poblaciones cercanas a ZC (Figura 4.1, Anexo 1). Para ello
se formaron grupos homo y heteroespecificos de 5 parejas reproductoras cada uno (9 A.
charrua x & A. charrua; Q A. reicherti x & A. reicherti; @ A. charrua x & A. reicheri; @ A.
reicherti x & A. charrua). Los cruzamientos fueron realizados siguiendo un protocolo

establecido para la cria de peces anuales (Berois et al. 2012). Cada pareja fue colocada en un
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acuario (40 x 13 x 15 cm) acondicionado con un recipiente conteniendo turba organica,
durante 3 a 5 dias. Luego de cada cruzamiento la turba fue extraida, secada y almacenada en
bolsas plasticas, y posterior a un periodo de desecacidon de 5 meses se procedié con la eclosidon
de los huevos. Los alevines fueron alimentados con Artemia salina, y una vez alcanzada la
diferenciacién sexual, los machos y las hembras fueron separados y mantenidos bajo las

condiciones detalladas anteriormente.

Morfometria geométrica y disefio de pigmentacion

El flanco izquierdo de todos los peces fue fotografiado con una cdmara digital Canon EOS
REBEL montada en un tripode. Para ello, los peces fueron cuidadosamente inmovilizados entre
una esponja blanca y la pared de un acuario disefiado para este fin (15 x 10 x 12 cm). La
camara fotogréfica fue colocada a una distancia fija de 15 cm con una inclinacién de 0°. Este
procedimiento no tardé mads de 20 segundos y la manipulacidn no tuvo efectos detectables en
el subsecuente comportamiento de los animales. Luego del registro fotografico los peces
fueron retornados a los acuarios de mantenimiento constituyendo parte del stock de animales

utilizados durante las pruebas de aislamiento reproductivo (capitulo 5).

La variacidn en la forma fue analizada mediante morfometria geométrica utilizando 13
marcos anatoémicos homalogos (landmarks) definidos de acuerdo a D’Anatro & Loureiro (2005)
(Figura 4.2). Los marcos anatémicos fueron digitalizados a partir de las fotografias mediante el
software tpsDig, versiéon 2.16 (Rohlf 2003). La configuraciéon de los marcos anatémicos de
todos los individuos fue alineada a través del procedimiento de superposicién de Procustes
(Bookstein 1991). La aproximacién Thin Plate Spline fue utilizada para la proyeccion de los
ejemplares en un espacio tangente lineal con el fin de analizar variacidn y covariacién de los
datos con técnicas estadisticas multivariadas lineales (Bookstein 1991, Monteiro & dos Reis
2000). Estos andlisis fueron realizados con el software tpsRegr, versién 1.38 (Rohlf 2003).
Sobre las matrices de deformaciones parciales obtenidas (matrices de peso), se realizaron
analisis discriminantes para examinar el agrupamiento de los individuos segln cada caso. Para
evaluar el efecto del tamafio de los individuos sobre la discriminacion basada en la matriz de
peso, se realizd un andlisis multivariante de la covarianza (MANCOVA), utilizando el tamario
del centroide como covariable, el cual representa una medida robusta del tamafio general
(Bookstein 1991). Debido al marcado dimorfismo sexual en las especies analizadas, los datos

de machos y hembras fueron estudiados por separado (D’Anatro & Loureiro 2005).
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Por otra parte, se analizé el patron de pigmentacion del cuerpo y de las aletas impares
de los machos. Los caracteres considerados fueron el nimero de bandas verticales en el
flanco, el largo del disefio de bandas (longitud relativa al largo estandar), el ancho de las
bandas (relacién ancho de banda/espacio inter-banda, a lo largo de la linea media del cuerpo),
y la pigmentacion de las aletas dorsal, anal y caudal. Las comparaciones sobre el patréon de
pigmentacion entre los distintos grupos de machos fueron realizadas mediante la prueba
Mann-Whitney. Para los andlisis estadisticos se utilizé el software SPSS, versién 15.0 para

Windows. La significancia estadistica fue considerada a a = 0.05.
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FIGURA 4.1 Sitios de colecta de A. reicherti (figuras FIGURA 4.2 Marcos anatémicos homdlogos

blancas), A. charrua (figuras negras) y zona de
contacto entre ambas especies (estrella roja). Los
cuadrados simbolizan las poblaciones centrales de la
distribucion de ambas especies, y los circulos las
poblaciones cercanas al drea de contacto. La lineas
sélida y punteada representan la distribucion
aproximada de A. charrua y A. reicherti,
respectivamente.

utilizados en los andlisis de morfometria geométrica.
1: punta del hocico; 2: origen de la base de la aleta
dorsal; 3: final de la base de la aleta dorsal; 4: origen
dorsal de la aleta caudal; 5: final del pedunculo
caudal; 6: origen ventral de la aleta caudal; 7: final
de la base de la aleta anal; 8: origen de la base de la
aleta anal; 9: origen de la aleta pélvica; 10: insercidn
de la membrana opercular en la cabeza; 11: extremo
dorsal de la serie de neuromastos preoperculares;
12: margen anterior de la érbita ocular; 13: margen
posterior de la orbita ocular (desde D’Anatro &
Loureiro 2005).
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RESULTADOS

Caracterizacion de la zona de contacto

El analisis discriminante en base a caracteres morfométricos de las hembras permitié
diferenciar a A. charrua de A. reichertiy de ZC a lo largo de la raiz 1 (71% de la variacion total),
mientras que las hembras de los Ultimos dos grupos difirieron ligeramente entre si a lo largo
de la raiz 2 (29% de la variacion total) (Figura 4.3). Los cambios en la forma asociados a los
valores positivos de la raiz 1 del analisis discriminante (A. charrua), involucraron
principalmente la disminucién relativa del tamafio de la cabeza, el acortamiento del hocico y el
desplazamiento posterior del final del pedinculo caudal (Figura 4.3). El principal cambio en la
forma asociado a los valores positivos de la raiz 2 fue la disminucién en la altura relativa del
cuerpo (Figura 4.3). Las distancias de Mahalanobis (distancia al cuadrado) entre los centroides
de los grupos de hembras corroboraron esta segregacidon con diferencias significativas en
todos los casos (Tabla 4.2). El mayor valor correspondié a la distancia entre A. charrua y A.
reicherti, mientras que la distancia mds pequefa fue entre este ultimo grupo y las hembras de
ZC. La mayor proporcién de individuos correctamente clasificados se observd en el grupo A.
reicherti (82.4%), mientras que el porcentaje total de hembras correctamente asignadas a su

grupo fue de 70.5% (Tabla 4.3).

En los machos, la mayor diferenciaciédn ocurrié a lo largo de la raiz 1 del andlisis
discriminante (81% de la variacion total) entre A. charrua y los otros dos grupos. Austrolebias
reicherti y los machos de ZC fueron ligeramente diferentes a lo largo de la raiz 2 (19 % de la
variacion total) (Figura 4.3). Los cambios en la forma asociados a los valores positivos de la raiz
1 (A. charrua) incluyeron principalmente el desplazamiento posterior y anterior del origen de
la aleta dorsal y anal respectivamente, la disminucidn relativa del tamafio de la cabeza, el
acortamiento del hocico, y el desplazamiento posterior del final de las aletas dorsal y anal y del
pedunculo (Figura 4.3). El principal cambio asociado a los valores positivos de la raiz 2 fue el
acortamiento de la base de las aletas dorsal y anal desde sus extremos posteriores (Figura 4.3).
Las distancias de Mahalanobis entre los centroides de los grupos de machos confirmaron la
segregacion encontrada, mostrando diferencias significativas en todos los casos (Tabla 4.2). El
mayor valor correspondid a la distancia entre los machos de A. charrua y de ZC, mientras que

la menor distancia fue entre estos Ultimos y A. reicherti. Los machos de ZC mostraron el menor
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porcentaje de asignacidn correcta (72.9%), mientras el porcentaje total de individuos

correctamente clasificados fue de 79.6% (Tabla 4.3).

El andlisis MANCOVA mostré diferencias significativas entre los grupos de machos y de

hembras considerados (A = 0.36, F = 6.74, P < 0.01, A = 044, F = 426, P < 0.01,

respectivamente).

TABLA 4.2 Matriz de las distancias de Mahalanobis entre los centriodes de A.
reicherti, A. charrua y ejemplares de la zona de contacto (ZC), basada en
caracteres mofométricos. Todas las diferencias fueron significativas a a < 0.05.
Los valores correspondientes a las hembras se encuentran por debajo de la
diagonal, mientras los valores de los machos por encima de la diagonal.

A. charrua A. reicherti zC
A. charrua 0 5.64 7.79
A. reicherti 3.28 0 2.34
zZC 3.04 1.86 0

TABLA 4.3 Matriz de clasificacidon del analisis discriminante realizado en base a caracteres morfométricos de A.
reicherti, A. charrua y ejemplares de la zona de contacto (ZC) colectados en el campo.

A. charrua

A. reicherti

ZC

Total

hembras machos

% de % de

asignacion  A. charrua A. reicherti  ZC asignacion  A. charrua  A. reicherti 4o
correcta correcta

66.7 40 18 2 82.1 69 10 5
82.4 8 75 8 81.7 5 67 10
50 8 13 21 72.9 0 16 43
70.5 56 106 31 79.6 74 93 58
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Raiz 2 (29% de la variacion)
o
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Raiz 1 (71% de la variacién)

Raiz 2 (41% de la variacion)
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Raiz 1 (59% de la variacion)

FIGURA 4.3 Proyeccion de las coordenadas de los individuos sobre las raices candnicas del Analisis
Discriminante de las hembras (a) y los machos (b) colectados en el campo, en base a los caracteres
morfométricos; junto a la representacién de las deformaciones correspondientes a los valores positivos y
negativos de cada raiz con relacidn a la configuracidn consenso. Cuadrados: A. reicherti; circulos: A. charrua;
tridngulos: ejemplares de la zona de contacto. Las elipses representan el IC 95%. Las deformaciones fueron
magnificadas x 3 para una mejor representacion del desplazamiento de los marcos anatomicos.
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NuUmero de bandas

En cuanto al patron de pigmentacion de los machos, se observaron diferencias
significativas entre los tres grupos (Tabla 4.4). Los machos de A. charrua fueron los que
presentaron mds bandas verticales, mayor largo del disefo de pigmentacidon y bandas mas
anchas, mientras que los machos de ZC mostraron valores intermedios en todas las variables
consideradas (Figura 4.4). Los grupos también evidenciaron diferencias en base a la
pigmentacion de las aletas impares. En los machos de A. charrua, el disefio consistié en puntos
claros sobre un fondo oscuro en la aleta dorsal, anal y caudal (caracter diagndstico de A.
charrua, Loureiro & Garcia 2008), mientras que los machos de A. reicherti presentaron aletas
uniformemente pigmentadas con una linea oscura vertical en la parte posterior de la aleta
dorsal y anal (caracter diagndstico de A. reicherti, Loureiro & Garcia 2008). Sin embargo, en el
48% de los machos de ZC el disefio consistié en puntos difusos sobre un fondo oscuro en las
aletas impares, mientras algunos ejemplares presentaron los caracteres diagndsticos de A.

charrua y A. reicherti, de manera aislada o conjunta (Tabla 4.5, Figura 4.5).
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FIGURA 4.4 Pigmentacion del cuerpo de machos colectados en el campo: i) Nimero de bandas verticales;
i) largo del disefio de bandas; iii) ancho de las bandas verticales. A. charrua (gris oscuro, N = 84), A.
reicherti (blanco, N = 82) y los machos de la zona de contacto (gris claro, N = 59). Letras distintas significan
p<0.05

TABLA 4.4 Valores Z de la prueba de Mann-Whitney para las variables de pigmentacién del cuerpo de los
machos de A. charrua, A. reicherti, y de la zona de contacto (ZC) entre ambas especies. Todas las
comparaciones son significativas a p < 0.05.

A. charrua vs. A.

A. charrua vs. ZC A. reicherti vs. ZC . .

reicherti
Numero de bandas -5.47 -6.38 -10.34
Largo del disefio -7.41 -4.49 -10.22
Ancho de las bandas -8.08 -6.33 -10.89
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TABLA 4.5 Disefio de pigmentacion de las aletas impares de machos A. charrua, A. reicherti, y
ejemplares de la zona de contacto (ZC) colectados en el campo; (N).

Puntos claros Linea vertical oscura Puntos difusos Ninguna
A. charrua (84) 93% (78) 0% (0) 0% (0) 7% (6)
A. reicherti (82) 0% (0) 89% (73) 0% (0) 11% (9)
ZC (59) 12% (7) 27% (16) 48% (28) 31% (18)

A.charrua

A. reicherti

FIGURA 4.5 Disefio de pigmentacion de las aletas de A. charrua: puntos claros sobre un fondo oscuro en las
aletas impares; machos colectados en la zona de contacto (ZC): puntos difusos sobre un fondo oscuro en las
aletas impares; y de A. reicherti: aletas impares uniformemente pigmentadas y una linea vertical oscura en el
borde posterior de la aleta dorsal y anal.



Variacién geografica en A. charrua y A. reicherti

El andlisis discriminante en base a caracteres morfométricos de individuos de A. charrua y de
A. reicherti pertenecientes a poblaciones centrales y a poblaciones cercanas a ZC evidencio
que, tanto en hembras como en machos, las poblaciones centrales de ambas especies fueron
los grupos que mostraron mayores diferencias a lo largo de la raiz 1 (64% y 75% de la variacién
total para hembras y machos, respectivamente) (Figura 4.6). Las distancias de Mahalanobis
entre los centroides de los cuatro grupos poblacionales corroboraron la diferenciacion

observada (Tabla 4.6).
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FIGURA 4.6 Coordenadas sobre la raiz 1 del andlisis discriminante en base a caracteres morfométricos de los
machos (a) y las hembras (b) de A. charrua (gris oscuro) y A. reicherti (gris claro), colectados en poblaciones
centrales de la distribucion de ambas especies (centro) y cercanas a la zona de contacto (cercano a ZC).

TABLA 4.6 Matriz de las distancias de Mahalanobis entre los centriodes de poblaciones de A. reicherti y A.
charrua, centrales de la distribucién (centro) y cercanas a la zona de contacto (cercano al ZC), basada en
caracteres morfométricos. Todas las diferencias fueron significativas a a < 0.05, excepto *. Los valores
correspondientes a las hembras se encuentran por debajo de la diagonal, mientras los valores de los machos
estan por encima de la diagonal.

A. charrua A. reicherti
Centro Cercanoa ZC Cercanoa ZC Centro
A. charrua Centro 0 5.05 7.43 9.96
Cercano a ZC 3.23 0 4.05 6.13
A. reicherti Cercano a ZC 5.06 2.87 0 1.73%*
Centro 6.74 3.55 1.95% 0

80



Por otra parte, el nimero de bandas verticales y el largo del disefio no difirieron
significativamente entre las poblaciones centrales y cercanas a ZC para ninguna de las especies
(prueba Mann-Whitney: P > 0.496 en todos los casos). Sin embargo, el ancho de bandas en las
poblaciones de A. charrua cercanas a ZC fue significativamente superior que en las poblaciones
centrales de esta especie (prueba Mann-Whitney: Z = -2.98, N1 = 49, N2 = 35, P < 0.05),
mientras que las poblaciones de A. reicherti cercanas a ZC presentaron bandas
significativamente mas finas que las poblaciones centrales de esta especie (prueba Mann-
Whitney: Z=-6.09, N1 =54, N2 = 28, P < 0.05) (Figura 4.7). Por lo tanto, la mayor diferencia en

el patréon de pigmentacién entre las especies se produjo en las poblaciones cercanas a ZC.

[ A. charrua
[ A. reicherti

* *

Ancho de banda/especio interbanda
[\
|

Centro Cercano Cercano Centro
a ZC a ZC

FIGURA 4.7 Ancho de las bandas verticales (ancho de banda/espacio interbanda)
de machos A. charrua (gris oscuro) y A. reicherti (gris claro), colectados en
poblaciones centrales (centro) de la distribucién de ambas especies y cercanas a
la zona de contacto (cercano a ZC). (*) p < 0.05.

Andlisis de animales nacidos en cautiverio

Se realizaron comparaciones de la morfologia y la pigmentacién de 61 hembras y 99 machos
descendientes de cruzamientos homo y heteroespecificos realizados en cautiverio (Tabla 4.7).
Los descendientes de los cruzamientos @ A. charrua x & A. reichertiy @ A. reicherti x & A.
charrua no mostraron diferencias a nivel morfométrico ni de pigmentacién, por lo cual se

conformé un Unico grupo hibrido para cada sexo.
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TABLA 4.7 Ejemplares nacidos en cautiverio utilizados para el andlisis de la morfologia
y la pigmentacién. Hibrido 1: descendientes del cruzamiento @ A. charrua x & A.
reicherti; hibrido 2: descendientes del cruzamiento @ A. reicherti x 3 A. charrua.

A. charrua A. reicherti Hibrido1 Hibrido2 Hibridos totales

Macho 27 22 24 26 50

Hembras 15 15 14 17 31

En las hembras, el andlisis discriminante en base a caracteres morfométricos permitio
diferenciar a A. charrua de A. reicherti y del grupo hibrido a lo largo de la raiz 1 (51% de la
variacion total), mientras que las hembras de A. reicherti y del grupo hibrido se diferenciaron
entre si a lo largo de la raiz 2 (49% de la variacidn total) (Figura 4.8). Los cambios en la forma
de los individuos con valores negativos en la raiz 1 del andlisis discriminante (A. charrua)
involucraron principalmente la disminucion relativa del tamafio de la cabeza, el aumento de la
altura del cuerpo, y el desplazamiento anterior del final del pedunculo (Figura 4.8). Los
cambios en la forma asociados a los valores positivos de la raiz 2 fueron la disminucidn relativa
de la altura del cuerpo, el aumento del tamafio de la cabeza y la disminucidn del largo del
pedunculo caudal (Figura 4.8). Las distancias de Mahalanobis entre los centroides de los tres
grupos confirmaron esta segregacion, con diferencias significativas en todos los casos (Tabla
4.8). La mayor distancia fue entre A. charrua y A. reicherti, mientras que el menor valor
correspondid a la distancia entre este Ultimo grupo y las hembras hibridas. Las hembras de A.
charrua mostraron el menor porcentaje de asignacién correcta (86.7%), mientras el porcentaje

total de individuos clasificados correctamente fue de 91.8% (Tabla 4.9).

En los machos, la mayor diferenciacion a lo largo de la raiz 1 del analisis discriminante
(65% de la variacion total) se observéd entre A. charrua y los machos hibridos, mientras A.
reicherti se distinguid de los otros dos grupo a lo largo de la raiz 2 (35 % de la variacidn total)
(Figura 4.8). Los cambios en la forma asociados con los valores positivos de la raiz 1 incluyeron
la disminucién relativa del largo del pedunculo, el desplazamiento posterior del origen de la
base de la aleta anal, y la prolongacion del hocico (Figura 4.8). En la raiz 2, los principales
cambios asociados a los valores positivos fueron el desplazamiento posterior y anterior del
origen de la base de la aleta dorsal y anal respectivamente, asi como la disminucién del
tamanio relativo de la cabeza (Figura 4.8). La discriminacién entre los grupos fue corroborada
con las distancias de Mahalanobis entre los centroides, evidenciando diferencias significativas
en todos los casos (Tabla 4.8). El mayor valor correspondié a la distancia entre los machos de

A. charrua y los machos hibridos, mientras que estos ultimos y los machos de A. reicherti
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fueron los grupos que presentaron menor distancia. Los machos hibridos resultaron con el
mayor porcentaje de asignacion correcta (96.0%), mientras el porcentaje total de individuos

correctamente clasificados fue de 91.9% (Tabla 4.9).

El andlisis MANCOVA mostré diferencias significativas entre los grupos de machos y de

hembras analizados (A =0.19, F=4.70, P<0.01,A=0.22, F=2.15, P < 0.01).

TABLA 4.8 Matriz de las distancias de Mahalanobis entre los centriodes de A.
reicherti, A. charrua y ejemplares hibridos, basada en caracteres
mofométricos. Todas las diferencias fueron significativas a a < 0.05. Los valores
correspondientes a las hembras se encuentran por debajo de la diagonal,
mientras los valores de los machos por encima de la diagonal.

A. charrua A. reicherti Hibridos
A. charrua 0 9.8 9.9
A. reicherti 12.7 0 6.6
Hibridos 9.7 9.0 0

TABLA 4.8 Matriz de clasificacién del analisis discriminante realizado en base a caracteres morfométricos de A.
reicherti, A. charrua y ejemplares hibridos nacidos en cautiverio.
Hembras Machos
% de % de
asignacion  A. charrua A. reicherti  Hibridos  asignacion c har.rua A. reicherti Hibridos
correcta correcta

A. charrua 86.7 13 0 2 92.6 25 0 2

A. reicherti 93.34 0 14 1 81.1 0 18 4
Hibridos 93.5 0 2 29 96.0 0 2 48
Total 91.8 13 16 32 91.9 25 20 54
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Raiz 2 (49% de la variacion)

Raiz 2 (35% de la variacion)
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FIGURA 4.8 Proyecciéon de las coordenadas de los individuos sobre las raices candnicas del Analisis
Discriminante de las hembras (a) y los machos (b) nacidos en cautiverio, en base a los caracteres
morfométricos; junto a la representacién de las deformaciones correspondientes a los valores positivos y
negativos de cada raiz con relacion a la configuracién consenso. Cuadrados: A. reicherti; circulos: A. charrua;
tridngulos: hibridos. Las elipses representan el IC 95%. Las deformaciones fueron magnificadas x 3 para una
mejor representacion del desplazamiento de los marcos anatémicos.
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Respecto a la pigmentacién, se encontraron diferencias significativas entre los tres
grupos de machos (Tabla 4.10). Los machos de A. charrua presentaron mas bandas verticales,
mayor largo del disefo de pigmentacidén y bandas mas anchas, mientras que los hibridos
mostraron valores intermedios en todas las variables consideradas (Figura 4.9). La
pigmentacion de las aletas impares también permitid diferenciar a los grupos. Los machos de
A. charrua presentaron puntos claros sobre un fondo oscuro, mientras los de A. reicherti
mostraron pigmentaciéon uniforme con una linea oscura vertical en la parte posterior de las
aletas dorsal y anal. Por otro lado, el disefio consistié en puntos difusos en la mayoria de los
machos hibridos (66%). Algunos ejemplares hibridos presentaron una linea oscura vertical en
la parte posterior de las aletas dorsal y anal, de manera aislada o conjuntamente con puntos

difusos, y solamente en 2 individuos la pigmentacion consistié en puntos claros (Tabla 4.11).
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FIGURA 4.9 Pigmentacion del cuerpo de machos nacidos en cautiverio: i) Numero de bandas verticales; ii)
largo del disefio de bandas; iii) ancho de las bandas verticales. A. charrua (gris oscuro, N = 27), A. reicherti
(blanco, N = 22) y los machos hibridos (gris claro, N = 50). Letras distintas significan p < 0.05.

TABLA 4.10 Valores Z de la prueba de Mann-Whitney para las variables de pigmentacion del cuerpo de
los machos de A. charrua, A. reicherti, y ejemplares hibridos. Todas las comparaciones son significativas
ap<0.05.
A. charrua vs. Hibridos  A. reicherti vs. Hibridos A cha'rrua Ve A
reicherti

Numero de bandas -1.95 -5.51 -5.21

Largo del disefio -2.48 -4.49 -5.11

Ancho de las bandas -5.74 -5.51 -6.03
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TABLA 4.11 Disefio de pigmentacion de las aletas impares de
ejemplares hibridos nacidos en cautiverio; (N).

machos A. charrua, A. reicherti, y

Puntos claros Linea vertical oscura
A. charrua (27) 96% (26) 0% (0)
A. reicherti (22) 0% (0) 100% (22)
ZC (50) 4% (2) 26% (13)

Puntos difusos

0% (0)

0% (0)

66% (33)

Ninguna

4% (1)

0% (0)

24% (12)
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DISCUSION

En primer término, este trabajo evidencia la viabilidad de la descendencia obtenida en
cautiverio a partir de cruzamientos entre Austrolebias charrua y A. reicherti. Ademas, la
morfologia y la pigmentacién de estos hibridos coinciden con los patrones fenotipicos
encontrados en el drea de contacto de la distribucion de estas especies y por lo tanto sugieren

la ocurrencia de hibridacién en la naturaleza.

La ocurrencia de hibridacidon es relativamente comun en la naturaleza (Seehausen
2004, Abbott et al. 2010, Arnold & Martin 2010, Rosenthal 2012). Un ejemplo cldsico en peces
Cyprinodontiformes lo constituye el género Xiphophorus, donde se han encontrado zonas
hibridas entre multiples pares de especies (Rosenthal et al. 2003, Culumber et al. 2010, Schartl
2008). Los eventos de hibridacién han sido un factor importante durante historia evolutiva de
este género (Cui et al. 2013). En Austrolebias, ha sido reportada la hibridacidn en cautiverio
entre especies del complejo “A. adloffi”, especificamente entre A. adloffi y C. adloffi-2
(actualmente A. charrua) (Garcia et al. 2002). Por otra parte, Garcia (1996) propuso el origen
hibrido de C. adloffi-2 mediante la ocurrencia de algin evento de introgresiéon post-
pleistocénico entre A. adloffiy A. viarius (especies localizadas alopatridamente al norte y al sur
de A. charrua, respectivamente). Ademas, descendencia hibrida entre A. charrua y A. reicherti
ha sido obtenida previamente en cautiverio mediante un cruzamiento entre un macho de A.

charrua y una hembra de A. reicherti (Oviedo 2009).

Respecto a la morfologia, los hibridos nacidos en cautiverio asi como los peces
colectados en ZC, fueron diferentes de los individuos de las especies parentales. En los
machos, los principales cambios morfolégicos que permitieron distinguir a los grupos, fueron
el tamafio de la cabeza y la posicion relativa del origen de la aleta dorsal y anal. Como fue
reportado previamente (Loureiro & Garcia 2008), los machos de A. charrua poseen cabeza
relativamente mas chica que los machos de A. reicherti, y contrario a estos ultimos, el origen
de la aleta dorsal es posterior respecto al origen de la aleta anal. Los machos que presentaron
mayores semejanzas morfoldgicas en cautiverio fueron A. reichertiy los hibridos, mientras que
en la naturaleza la mayor semejanza fue encontrada entre A. reicherti y los machos colectados
en ZC. Ademads, los resultados obtenidos a partir del andlisis con individuos nacidos en
cautiverio y colectados en el campo, también coincidieron en que la mayor diferencia

morfoldgica fue observada entre los machos de A. charrua y los hibridos nacidos en cautiverio

87



y los colectados en ZC. En las hembras, las principales diferencias morfoldgicas entre los
grupos resultaron ser la altura del cuerpo, y el tamafio de la cabeza y del pedinculo caudal. Al
igual que en los machos, las diferencias observadas entre los grupos de peces colectados en el
campo fueron consistentes con las diferencias observadas entre los grupos de peces criados en
cautiverio. La mayor semejanza morfoldgica entre los grupos de hembras fue encontrada entre
A. reicherti y las hibridas nacidas en cautiverio y las colectadas en ZC, mientras que la mayor
diferencia fue la observada entre las especies parentales, tanto en cautiverio como en la
naturaleza. Las incongruencias entre los valores de las distancias de Mahalanobis entre los
grupos de peces colectados en el campo y los grupos criados en cautiverio (en general, valores
mayores en los peces de cautiverio) podrian ser causadas por alguna de las siguientes razones
no excluyentes entre si: 1) a diferencia de la colecta realizada en el drea de contacto, en
cautiverio la certeza respecto a la identidad del grupo hibrido fue absoluta; 2) las relaciones de
parentesco entre algunos de los individuos nacidos en cautiverio (ver materiales y métodos)
podrian afectar la identidad de los grupos; 3) la variacion morfoldgica encontrada entre

distintas localidades geograficas podria opacar la discriminacién de los grupos en el campo.

En cuanto a la pigmentacidon de los machos, Loureiro & Garcia (2008) reportaron
diferencias en el disefio de bandas verticales y en la pigmentacion de las aletas impares entre
A. charrua y A. reicherti. La presencia de puntos claros en las aletas fue determinado como
caracter diagndstico de A. charrua, mientras que la aparicién de una banda oscura vertical en
el borde posterior de la aletas dorsal y anal lo fue para A. reicherti. Ademas, la relacion
banda/espacio interbanda en el flanco del cuerpo es menor para esta uUltima especie (Loureiro
& Garcia 2008). En este estudio se reportan nuevas diferencias entre estas especies respecto a
la pigmentacion del cuerpo, donde los machos de A. charrua presentaron mayor nimero de
bandas verticales y mayor largo relativo del disefio que los machos de A. reicherti. Por otro
lado, los machos hibridos obtenidos en cautiverio asi como los machos colectados en ZC
presentaron valores significativamente diferentes, e intermedios entre ambas especies, en el
largo relativo del disefio y en el nimero y ancho de las bandas verticales. Ademas, en la
mayoria de los casos, los hibridos y los machos colectados en ZC presentaron un disefio

particular de las aletas impares que permitié distinguirlos de las especies parentales.

Finalmente, los patrones de variacién intraespecificos sugieren que las presiones
selectivas a las que esta sometida la morfologia difieren de las ejercidas sobre la pigmentacién
de los machos. Las diferencias morfoldgicas entre las poblaciones fueron mayores a medida

gue aumenta la distancia geografica, por lo que la variacién morfoldgica se ajusta a un patrén
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de diferenciacidén neutra. Sin embargo, la mayor diferencia respecto a la pigmentacion del
cuerpo de los machos fue encontrada entre las poblaciones de A. charrua y de A. reicherti
cercanas a la regidon de contacto. Este patrén de variacidn sugiere desplazamiento de
caracteres reproductivos, y que otras fuerzas evolutivas, tal como la seleccion sexual via
preferencia de las hembras y mecanismos de reforzamiento del aislamiento reproductivo,
podrian estar afectando los patrones de diferenciacion encontrados en el disefio de
pigmentacion de los machos (Dobzhansky 1940, Howard 1993, Servedio & Noor 2003). Bajo el
modelo de reforzamiento del aislamiento reproductivo, las diferencias en los caracteres
sexuales en el drea de contacto entre poblaciones divergentes son consideradas como el
resultado de la seleccién contra apareamientos hibridos desventajosos. Una condicion
necesaria de la hipdtesis de reforzamiento es que haya evolucionado algin grado de
incompatibilidad en alopatria antes de que las poblaciones divergentes solapen sus rangos de
distribucion a través de un contacto secundario (Servedio & Noor 2003). Por lo tanto, resta por
evaluar el efecto de la pigmentacion de los machos sobre el reconocimiento especifico y la

eficacia reproductiva de los individuos hibridos entre estas dos especies.

En suma, la constatacion de que las especies hibridan en condiciones de cautiverio
junto a las semejanzas encontradas en la morfometria y pigmentacién de los hibridos nacidos
en el laboratorio y los individuos colectados en el drea de contacto, sugieren fuertemente la
existencia de una zona hibrida entre A. charrua y A. reicherti localizada en la parte inferior de
la cuenca del Rio Cebollati (Departamento de Treinta y Tres). Sin embargo, analisis genéticos
con secuencias mitocondriales no han detectado flujo genético entre las especies (Garcia et al.
2009). Este hecho podria deberse a que la zona hibrida se haya formado recientemente, o a la
existencia de algun grado de infertilidad de los individuos hibridos o al aislamiento sexual (ver
capitulo 5). Ademas, la trasmisién mitocondrial entre las especies puede ser prevenida cuando
la eficacia diferencial de los distintos cruzamientos hibridos causa un flujo unisexual (Mallet

2005).

Las zonas hibridas naturales proveen oportunidades Unicas para comprender los
mecanismos de diferenciaciéon genética y morfoldgica y por lo tanto esclarecer factores que
pueden promover la especiaciéon (Vallianatos et al. 2001, Jones et al. 2006). En Austrolebias, las
especies hermanas generalmente ocupan dareas adyacentes alopatridas (Loureiro 2004), y la
hibridacidn en condiciones naturales no ha sido reportada en ningun otro caso. Por lo tanto, la

singularidad del sistema A. charrua - A. reicherti enfatiza la inclusién de estas especies y
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particularmente de la zona de contacto, un area sujeta a un fuerte impacto debido a la intensa

actividad arrocera, en un programa de conservacién prioritario.
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CAPITULO 5.

Naturaleza del aislamiento reproductivo entre

Austrolebias reichertiy A. charrua
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INTRODUCCION

En la actualidad, una importante controversia en biologia evolutiva se centra en las
discrepancias generadas en torno a los principios generales y los mecanismos involucrados en
la formacién y el mantenimiento de entidades bioldgicas discretas, a partir de un proceso
continuo de cambio evolutivo. A la luz del concepto bioldgico de especie (Mayr 1963), éstas
son definidas como grupos de organismos que real o potencialmente se reproducen entre si, y
gue estan aislados reproductivamente de otros en condiciones naturales. El aislamiento se
manifiesta a través de barreras reproductivas que afectan la probabilidad de que individuos de
diferentes acervos genéticos se reproduzcan entre si. Por lo tanto, el problema central de la
especiacién es el origen de las barreras de aislamiento reproductivo que previenen el actual o
potencial flujo de genes entre las poblaciones (Coyne & Orr 2004, Mallet 2008), y la solucion
requiere tanto la identificacion de los caracteres involucrados en el aislamiento como la
comprension de las fuerzas evolutivas que han actuado sobre esos caracteres. El aislamiento
reproductivo involucra factores que afectan tanto el establecimiento de la pareja y el
apareamiento (aislamiento preapareamiento), como la formacién del cigoto y la eficacia de los
hibridos en sus distintas etapas del desarrollo (aislamiento post-apareamiento) (Dobzhansky

1951).

Una cuestidon central en la investigacion sobre los mecanismos que conducen la
especiacién, se refiere al orden cronoldgico en que surgen y se acumulan las barreras
reproductivas en poblaciones divergentes. En particular, son relevantes tanto la identificacion
de la primera barrera reproductiva que hace posible que los linajes divergentes permanezcan
aislados reproductivamente como la determinacion de los principios generales que gobiernan
este proceso (Coyne & Orr 2004). Por ejemplo, una barrera reproductiva podria evolucionar
antes que otras, contribuyendo de manera capital a la divergencia inicial de las especies
incipientes. La identificacion de la contribucidn relativa de las distintas barreras reproductivas
en especies que hayan derivado recientemente (antes de que hayan evolucionado multiples
barreras reproductivas) proporciona una ventana en el proceso de especiacion a través de la

cual pueden hacerse evidentes pautas generales (Mendelson et al. 2007).

Recientemente, la seleccién sexual ha sido foco de investigacién en el marco de la
discusion moderna sobre los procesos de especiacidon (Panhuis et al. 2001, Ritchie 2007, van

Doorn et al. 2009, Kraaijeveld et al. 2011, Maan & Seehausen 2011, Reding et al. 2013). Las
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fuerzas evolutivas capaces de producir cambios vinculados a los sistemas de sefales de
apareamiento, juegan un rol importante en el establecimiento de barreras reproductivas e
inciden por lo tanto en el proceso de especiacion (Butlin & Ritchie 1994). En particular, la
seleccion sexual tiene un alto potencial para la formaciéon de nuevas especies porque afecta
directamente caracteres que influyen en el éxito reproductivo y en el sistema de
reconocimiento de pareja (West-Eberhard 1983, Sampson 1999). Aunque estudios tedricos
(Lande 1981, West-Eberhard 1983, Higashi et al. 1999) y empiricos (Shaw 1999, Arnqvist et al.
2000, Gray & Cade 2000, Uy & Borgia 2000, Masta & Maddison 2002) enfatizan la vinculacion
del comportamiento reproductivo y la especiacion, la determinacién de la direccionalidad de
dicho vinculo es aun foco de controversia (Gray 2004). La cuestion clave sigue siendo: éla
seleccion contra apareamientos hibridos desventajosos conduce la evolucién del
comportamiento reproductivo (modelo clasico de especiacién y reforzamiento), o el
aislamiento comportamental evoluciona a través de un proceso intraespecifico de seleccidon
sexual que precede y contribuye significativamente a la subsiguiente especiacién (modelo de

especiacién por seleccién sexual)? (Ritchie 2007).

El modelo clasico de especiacién y reforzamiento (Mayr 1963, Dobzhansky 1940,
Howard 1993, Servedio & Noor 2003, Coyne & Orr 2004) sugiere que el aislamiento sexual
tiene un rol secundario en el proceso de especiacion, el cual evoluciona luego de la divergencia
gradual de los linajes en alopatria. Una vez que las poblaciones alopatridas divergentes
solapan sus rangos de distribucidn, el reforzamiento provoca un incremento en el aislamiento
precopulatorio en respuesta a la seleccidon contra apareamientos interespecificos (Dobzhansky
1940, Servedio & Noor 2003). Modelos tedricos basados en la eleccién de pareja de las
hembras, demuestran que la covariaciéon entre los caracteres sexuales y las preferencias de
apareamiento inicialmente generada por un proceso de reforzamiento puede conducir la
finalizacion del proceso de especiacién (Liou & Price 1994). Una condicidn necesaria de la
hipdtesis de reforzamiento es que haya evolucionado algin grado de incompatibilidad en
alopatria antes de que las poblaciones divergentes solapen sus rangos de distribucion a través
de un contacto secundario. Bajo este modelo, las diferencias en los caracteres y preferencias
sexuales son consideradas como el resultado de la seleccién contra apareamientos hibridos
desventajosos. Por lo tanto, de acuerdo al modelo de reforzamiento se generan las siguientes
predicciones: 1) mayor divergencia de los caracteres y las preferencias sexuales en la zona de
contacto entre las especies que en las poblaciones alopatridas (desplazamiento de caracteres
reproductivos) (Howard 1993, Noor 1999, Pfennig & Pfennig 2009); 2) existencia de cierto

grado de aislamiento post-copulatorio; 3) a su vez, si el aislamiento sexual evoluciona a causa
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de la seleccidn contra apareamientos desventajosos, podemos también predecir que este
mecanismo de aislamiento sera muy fuerte, permitiendo solamente un nivel minimo de flujo

génico (Coyne et al. 2002).

En contraste con el modelo clasico de especiacidn, el cual propone una divergencia
genética suficientemente grande para producir aislamiento post-apareamiento, algunos
modelos recientes sugieren que el aislamiento reproductivo puede evolucionar rapidamente
con muy poco cambio genético (Turner & Burrows 1995, Higashi et al. 1999, Dieckmann &
Doebeli 1999, Kondrashov & Kondrashov 1999, Kirkpatrick & Ravigné 2002). La rapida
divergencia puede ser facilitada a través del desarrollo de una correlaciédn genética entre las
preferencias y los caracteres sexuales, donde la seleccidn sexual serd directamente
responsable de la especiacidon. De esta forma, la restriccion del flujo génico interespecifico
puede ser una consecuencia incidental de la seleccion sexual operando dentro de las especies
(Lande 1981). Si la seleccion sexual conduce la divergencia poblacional, las predicciones seran
las siguientes: 1) los caracteres y las preferencias sexuales no difieren de forma significativa
entre dreas de contacto y areas alopatridas; 2) el aislamiento post-apareamiento esta ausente
o es muy leve; 3) la eficacia del comportamiento sexual en restringir el flujo génico puede ser
variable, y podria reflejar niveles de divergencia en un continuo que va desde poblaciones a

subespecies y especies (Gray 2004).

La prediccion que mejor distingue ambos modelos de especiacién concierne al
desplazamiento de caracteres reproductivos. Mientras que el modelo cldsico de reforzamiento
predice mayor divergencia de los caracteres y las preferencias sexuales en la zona de contacto
entre las especies, el modelo de especiacion por seleccion sexual no. Las restantes
predicciones, aunque no proveen un completo contraste, ayudan a distinguir entre ambos
modelos. Por ejemplo, un resultado que demuestre que el comportamiento reproductivo es
altamente efectivo en restringir el flujo génico no distingue entre ambos modelos, pero un
resultado que demuestre que el comportamiento reproductivo tiene un efecto leve en impedir
el flujo génico es claramente inconsistente con el modelo clasico de reforzamiento (Gray

2004).

En este estudio, se evalud el rol de la seleccién sexual en el proceso de especiacion
poniendo a prueba los modelos de reforzamiento y de especiacidn por seleccién sexual en los
peces anuales Austrolebias reicherti y A. charrua, especies hermanas de divergencia reciente.
Al igual que el resto de los integrantes del complejo de especies “A. adloffi”, estas especies se

diferencian principalmente por el patréon de coloracién de los machos, mientras que las
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hembras son similares entre si y relativamente cripticas (Loureiro 2004, Costa 2006). De
acuerdo a Garcia (2006) el complejo de especies “A. adloffi’” se habria diferenciado
recientemente, posiblemente mediante un proceso de especiacién simultanea y multiple. Este
escenario de diferenciacion, junto con la diversidad en los patrones de pigmentacidn en los
machos y el marcado dimorfismo sexual en morfologia y comportamiento reproductivo de
estas especies, sugiere que la seleccidn sexual pudo estar en la base de la rapida diferenciacién
fenotipica y especiacién de este grupo. Austrolebias charrua y A. reicherti presentan
distribucidn parapdtrida con una zona de contacto en la parte baja de la cuenca del Rio
Cebollati (Garcia et al. 2009, capitulo 4). Ambas especies probablemente hayan emergido
desde un evento cladogenético durante el Pleistoceno tardio (1.25 MA a 450.000 afios), de
acuerdo con las estimaciones del reloj molecular basado en secuencias del citocromo b y con
el escenario geoldgico de la regidn (Garcia et al. 2009) El escenario mas plausible de
diferenciacidon entre A. charrua y A. reicherti, es la ocurrencia de fragmentacion alopatrica
durante transgresiones marinas, la divergencia y posterior expansién de la distribucidn
involucrando un contacto secundario (Garcia et al. 2009). Aunque estudios morfoldgicos han
evidenciado hibridacién en la zona de contacto (capitulo 4), anadlisis con secuencias del
citocromo b no han detectado flujo genético entre las especies (Garcia et al. 2009). En este
sentido, es esperable que mecanismos de reconocimiento de pareja hayan evolucionado para
mantener el aislamiento reproductivo. Estas especies brindan una excelente oportunidad para
examinar la naturaleza del aislamiento reproductivo y contribuir entonces al entendimiento de
los mecanismos de especiacion en el grupo de peces anuales “A. adloffi”. Los estudios en las
zonas de contacto entre especies/poblaciones divergentes son de especial interés para
contribuir a la comprensién general de los procesos que mantienen la diferenciacidon genética
y morfoldgica, y los factores que podrian promover la especiacion (McMillan et al. 1997, Bailey

et al. 2004, Cruz et al. 2004, Patten et al. 2004, Jones et al. 2006).

En este estudio se investigd el grado de aislamiento reproductivo entre A. reichertiy A.
charrua, evaluando en el laboratorio el sistema de sefiales de apareamiento como mecanismo
de aislamiento reproductivo y la existencia las barreras post-apareamiento mediante
estimaciones de performance reproductiva. Especificamente, se evaludé si: a) existe
discriminacidén entre parejas homo y heteroespecificas en ensayos de eleccién simultanea
entre dos estimulos y en ensayos de libre eleccidn de interaccién multiple; b) la discriminacion
difiere entre areas de contacto y areas alopatridas; ¢) ambos sexos son igualmente selectivos;

d) los apareamientos homoespecificos, los heteroespecificos, los Qhibrida x Jhibrido, y los
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retrocruzamientos difieren en la tasa de fecundacién, en el éxito de eclosidn, y en la viabilidad

y tasa de crecimiento de la descendencia en condiciones controladas.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de animales y mantenimiento

Se colectaron individuos adultos de A. charrua y de A. reicherti con red de mano en charcos
temporales distribuidos en los Departamentos de Rocha y Treinta y Tres, durante la estacion
reproductiva (agosto-octubre 2011). Para cada especie se realizaron colectas en poblaciones
localizadas en regiones centrales de la distribucidon y en areas cercanas a la zona de contacto
(Figura 4.1, Anexo 1). Los peces capturados fueron trasladados a la Facultad de Ciencias y
mantenidos en cautividad bajo condiciones de temperatura constante (19°C) y fotoperiodo
natural, alimentados ad libitum con Tubifex sp. Los machos fueron alojados en acuarios
individuales (20 x 9 x 15 cm, largo x ancho x altura) mientras que las hembras se mantuvieron

en acuarios comunales (40 x 13 x 15 cm) en grupos de hasta 5 individuos.
Pruebas de eleccion entre dos estimulos

Las pruebas de eleccidon de pareja se llevaron a cabo en acuarios de 60 x 20 x 20 cm divididos
transversalmente en tres compartimentos mediante tabiques de acrilico transparente
perforado: un compartimento central de 40 cm y dos compartimentos estimulo laterales de 10
cm cada uno. El espacio central fue a su vez repartido en tres sectores mediante marcas
externas: un sector central de 30 cm (zona neutra) y dos sectores laterales de 5 cm cada uno
(zonas de eleccién). El piso del acuario fue cubierto con turba y se colocé Myriophyllum sp.,
una planta especialmente abundante en los charcos temporales, en los compartimentos de
eleccién y en la zona neutra. La vegetacidn brindé refugio a los peces e impidié parcialmente el
contacto visual y por tanto la interferencia entre los individuos colocados en los extremos del
acuario. Para reducir cualquier fuente de disturbio externo y proveer un fondo uniforme,
tanto las paredes laterales como la pared trasera del acuario fueron recubiertas con ldminas
plasticas de color negro (ver detalles en el capitulo 3). Todos los experimentos fueron

realizados entre las 8:00 y las 14:00 horas.

Para determinar el grado de aislamiento sexual entre las especies, se evalud la
habilidad de las hembras en seleccionar machos homoespecificos en pruebas de elecciéon
simultadnea. Ademas, para evaluar si el aislamiento sexual difiere significativamente en areas

de contacto y en areas de alopatria, para cada especie se establecié un grupo de 20 hembras
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provenientes de poblaciones centrales de la distribucion y otro grupo de 20 hembras
provenientes de poblaciones cercanas a la zona de contacto, las cuales fueron puestas a
prueba de elecciéon entre un macho homoespecifico de su propia poblacién y un macho
heteroespecifico. Los machos fueron seleccionados para minimizar la diferencia de tamafo en
cada diada de estimulos (diferencia de tamafio = 1.3 + 0.8 mm). Se utilizaron 30-35 machos de
cada localidad (60 de A. charrua y 65 de A. reicherti) y, aunque las diadas nunca fueron
repetidas, fue necesaria la reutilizacion de machos para completar 80 pruebas de preferencia.
Al comienzo de cada ensayo, la hembra focal fue colocada en el compartimento central y se le
permitié nadar libremente durante 20 minutos de aclimatacidn y reconocimiento del acuario
experimental. Posteriormente, la hembra fue recluida en la zona neutra en un prisma de
acrilico opaco (10 x 10 x 20 cm) y se colocd un macho en cada compartimento lateral. Los
machos fueron asignados aleatoriamente al compartimento estimulo derecho o izquierdo.
Luego de 10 minutos de aclimatacién de los machos al acuario experimental, el prisma de
acrilico fue removido y se obtuvo un video-registro de cuatro periodos de 15 minutos
espaciados por intervalos de 1 hora. Inmediatamente a la prueba de eleccidn, la hembra focal
y un macho estimulo tomado al azar, fueron colocados juntos en un acuario (40 x 13 x 15 cm)
con un recipiente (10 x 10 x 3 cm) conteniendo sustrato adecuado para el desove y extraccion
de los huevos (perlas de vidrio de 0.4-0.6 mm) por un periodo de 20 horas. Luego, los peces
fueron retornados a los acuarios de mantenimiento y el contenido del recipiente de desove fue
filtrado a través de una malla de aproximadamente 1 mm que permitid la retencién de los

huevos depositados en el sustrato.

El grado de aislamiento sexual de las especies fue también valorado a través de la
evaluacion de las habilidades de los machos en seleccionar hembras homoespecificas. Para
cada especie se establecié un grupo de 20 machos provenientes de poblaciones cercanas a la
zona de contacto, los cuales fueron puestos a prueba para evaluar preferencias de
apareamiento entre una hembra homoespecifica proveniente de su propia poblacién y una
hembra heteroespecifica. Las hembras fueron seleccionadas para minimizar la diferencia de
tamafio en cada diada de estimulos (diferencia de tamafio = 1.4 + 0.2 mm), y asignadas
aleatoriamente al compartimento estimulo derecho o izquierdo. Cada individuo fue utilizado
solamente una vez. Todos los machos fueron empleados exclusivamente en este experimento,
mientras que algunas hembras fueron también utilizadas en las pruebas de eleccidon
anteriores. Se empledé el mismo protocolo experimental que en la evaluacidn de las
preferencias de apareamiento de las hembras, excepto que en este caso no fueron realizados

los ensayos de desove.
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Al finalizar los ensayos comportamentales, el flanco izquierdo de todos los individuos
fue fotografiado en un acuario de 15 x 10 x 12 cm, donde los peces fueron cuidadosamente
inmovilizados entre una esponja y la pared del acuario. A partir de las imagenes digitales se
realizaron medidas de largo estandar (desde el margen anterior de la cabeza hasta el margen

distal del pedunculo caudal) utilizando el software tpsDig2.

Pruebas de interaccion libre de miiltiple eleccion

El aislamiento sexual entre las especies fue también evaluado mediante un disefio
experimental que permitio la libre interaccidn de los individuos en una red social. Las pruebas
de interaccion libre fueron realizadas en acuarios de 60 x 20 x 20 cm, mantenidos a
temperatura constante (19°C) y fotoperiodo de 12/12hs. El piso de cada acuario fue cubierto
con una capa homogénea de 3 cm de turba como sustrato adecuado para el desove, y
separado transversalmente en 4 sectores mediante tabiques plasticos de 7 cm de altura. Para
reducir cualquier fuente de disturbio externo y proveer un fondo uniforme, tanto las paredes
laterales como la pared trasera del acuario fueron recubiertas con [dminas de color negro. En
cada acuario se colocaron 2 hembras y 2 machos de cada una de las especies (8 individuos en
total), y se permitié la interaccién de los animales durante 3 dias consecutivos. Los machos
fueron identificados mediante caracteres del patrén de pigmentacion del cuerpo, mientras que
las hembras fueron individualizadas mediante la implantacién subcutdnea de marcas visibles
de elastdmeros (las hembras de ambas especies son indistinguibles morfolégicamente) previa
anestesia por inmersidn en 2-fenoxietanol al 0.01%. (Figura 5.1). La manipulacién y la
inyeccion de los implantes de elastémero no tuvieron efectos detectables en el
comportamiento posterior del animal. Se realizaron observaciones de registro continuo en 4
intervalos diarios de 20 minutos cada uno, durante las primeras 4 horas de luz de cada dia (de
8 a 12 hs). En cada intervalo de observacién se registré la ocurrencia de eventos de
apareamiento, los despliegues de cortejo de los machos, y las conductas de ataque durante las
interacciones agonisticas macho-macho (ver capitulo 1), con identificacidon de los individuos
involucrados. Para evaluar si el aislamiento sexual difiere significativamente en areas de
contacto y en areas de alopatria, se realizaron 12 ensayos con individuos provenientes de
poblaciones cercanas a la zona de contacto y otros 12 con individuos provenientes de
poblaciones centrales de la distribucion de ambas especies. Una vez finalizadas las
experiencias, la turba de cada acuario experimental fue extraida, secada y almacenada en
bolsas plasticas, y luego de un periodo de desecacién obligada de 3 meses se procedio a la

eclosion de los huevos. Todos los individuos utilizados asi como los alevines nacidos fueron
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sacrificados mediante sobredosis de 2-fenoxietanol 0.01% y conservados en alcohol al 95%

para futuros analisis de asignacion de paternidad.

FIGURA 5.1 Hembra de A. reicherti con implantacién
subcutanea de elastémero (linea anaranjada)

Pruebas de aislamiento post-apareamiento

Para evaluar el aislamiento reproductivo post-apareamiento, se utilizd la descendencia de 32
cruzamientos homo y heteroespecificos realizados en el laboratorio durante la temporada
2009 (9 A. reicherti x & A. reicherti, N = 7; Q A. charrua x & A. charrua, N = 8; Q A. reicherti x
4 A. charrua, N = 8; Q A. charrua x & A. reicherti, N = 9). Los descendientes de estos
cruzamientos fueron criados en el laboratorio, y aproximadamente a los 3 meses de vida se
formaron 12 grupos experimentales integrados por un macho y una hembra descendientes de
cada una de las 4 categorias de cruzamientos originales (8 individuos en cada grupo). El
experimento consistid en cruzamientos sucesivos entre todas las combinaciones posibles
dentro de cada uno de los grupos (16 cruzamientos por grupo, estableciendo un total de 192
ensayos reproductivos). Los cruzamientos se realizaron en acuarios (40 x 13 x 15 cm) con un
recipiente (10 x 10 x 3 cm) conteniendo sustrato adecuado para el desove y extraccién de los
huevos (perlas de vidrio de 0.4-0.6 mm). Para estandarizar la condicion reproductiva de las
hembras, al comienzo del experimento se habilitd el desove con machos no experimentales.
Luego, las hembras fueron aisladas y el experimento comenzd a las 56 hs (a partir de un
estudio piloto se determind que dicho intervalo de tiempo es suficiente para la completa
recuperacion de la masa total de huevos). Cada hembra fue colocada junto a un macho
experimental por un periodo de 16 hs, seguido por un intervalo de reposo de 56 hs antes del

segundo periodo de desove junto a otro macho experimental. Durante los subsecuentes
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ensayos, cada hembra fue asignada a un diferente macho dentro del grupo, siguiendo un

orden aleatorio predeterminado (ranking de puesta) (Figura 5.2).

a) Cruzamientos originales Descendencia
Q A. reicherti x & A. reicherti 31 Q1
Q A.charrua x & A. charrua 32 Q2
Q A. reichertix 3 A. charrua 33 Q3
Q A.charrua x & A.reicherti 34 Q4
b) 56 hs. 56 hs. 56 hs. 56 hs.
? ? ? ?
| |
16hs. § 6hs | IRRETTY 16hs. 16hs.
a* ?1 d1 ?1 d2 ?1 J3 ?1 d4 ?1
/™ / /™ / /
a* 92 d2 92 d3 92 J4 92 31 92
/™ / /™ /™ /
3* ?3 d3 93 da @3 d1 @3 42 93
/™ / /™ / /
3* @4 d4 @4 d1 @4 42 @4 43 ?4
/™ / /™ / /

FIGURA 5.2 Esquema de cruzamientos realizados durante las pruebas de aislamiento post-apareamiento: a)
se representan los 8 integrantes que conforman cada grupo experimental; b) se representa un ejemplo de
cruzamientos sucesivos realizados dentro de un grupo experimental. &* simboliza un macho externo al
experimento colocado junto a la hembra durante la etapa de estandarizacidn reproductiva (ver texto).

Luego de cada ensayo, el sustrato fue filtrado con una malla tal como se describe mas
arriba, y se registré el nimero de huevos obtenidos en cada caso. Los huevos fueron

almacenados en cajas de Petri con agua declorinada por 48 horas. Luego, se estimo el éxito de
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fertilizacidon para cada ensayo contabilizando el nimero de huevos en desarrollo. Para ello,
todos los huevos fueron individualmente observados bajo microscopio y clasificados como
fecundados (anillo perivitelino presente) o no fecundados (sin anillo perivitelino, de coloracién
blanquecina, a menudo infectados con hongos). Con este criterio no es fue posible descartar la
posibilidad de que algunos huevos registrados como no fecundados hayan sido inicialmente
fecundados, pero muertos durante las etapas tempranas del desarrollo. Los huevos fertilizados
de cada cruzamiento fueron colocados en recipientes individuales de plastico (10 x 10 x 3 cm)
conteniendo turba, y almacenados a temperatura ambiente y en oscuridad. Después de 4
meses, la turba fue humedecida y se contabilizé el nimero de alevines nacidos a las 48 hs. La
tasa de eclosién fue estimada como la proporcidn de huevos fecundados que eclosionaron con
éxito. Luego de las dos primeras semanas de vida, los alevines fueron alojados en grupos de 3
individuos en acuarios de 20 x 9 x 15 cm, y se registrd la supervivencia de todos los peces

hasta los 95 dias de la eclosion.

Para estimar la tasa de crecimiento, descendientes de cruzamientos homoespecificos
(Q A. reicherti x &3 A. reicherti, N = 10; @ A. charrua x & A. charrua, N = 10), heteroespecificos
(Q A. reicherti x & A. charrua, N = 10; Q A. charrua x & A. reicherti, N = 10), hibrido x hibrido (N
= 20) y de retrocruzamientos (N = 20), fueron mantenidos en acuarios individuales (20 x 9 x 15
cm) y fotografiados a intervalos aproximados de 20 dias, hasta los 110 dias de vida. A partir de
las imagenes digitales se registrd el tamafio corporal. Para evitar sesgos relacionados al sexo,

en esta instancia fueron consideraron solamente los machos.
Variables y andlisis estadistico

Durante los ensayos de eleccidn simultdnea entre dos estimulos, la preferencia de
apareamiento fue estimada como el tiempo de interaccion con cada uno de los estimulos en
las zonas de eleccion (Basolo 1990, Kingston et al. 2003, Lehtonen & Lindstrom 2008, Walling
et al. 2010). El criterio establecido para incluir un ensayo en los analisis se basd en la
interaccion del individuo focal con ambos estimulos y en la permanencia de mas del 20% del
tiempo en las zonas de eleccidn. En el caso de las hembras, las conductas de interaccidon
incluyen la orientacidn hacia los machos estimulo, la natacién conjunta, la aceptacién al
seguimiento y al enterramiento; mientras que en el caso de los machos involucran despliegues
laterales, despliegues sigmoides, invitacion al seguimiento y al enterramiento, como se detalla
en Belote & Costa (2004), y Garcia et al. (2008). El grado de motivacién o interaccion con los
estimulos durante las pruebas de eleccion fue comparado entre los distintos grupos

experimentales de hembras y machos con la prueba t. El tiempo de interaccién de los
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individuos focales con los diferentes estimulos fue evaluado mediante la prueba de Wilcoxon.
Para comparar el grado de preferencia homoespecifica entre las especies o entre los individuos
de una misma especie provenientes de distintas localidades, se utilizé la prueba de Mann-
Whitney. Para evaluar la cantidad de huevos depositados en el sustrato durante los ensayos de
desove se utilizd ANOVA con tres factores (macho preferido/macho no preferido, hembras de
la zona de contacto/hembras de regiones centrales, y cruzamiento
homoespecifico/cruzamiento heteroespecifico). Un macho particular fue considerado
preferido si la hembra interactué con él mas del 50% del tiempo total de interacciéon (Wong

2004).

En cuanto a las pruebas de interaccidon libre de multiple eleccidn, la frecuencia de
despliegues de cortejo, de interacciones agonisticas y de apareamientos homo vy
heteroespecificos, fue comparada dentro y entre los distintos tratamientos mediante la prueba
t y la prueba de Wilcoxon. Como las poblaciones experimentales fueron formadas con 2
machos de cada especie, para establecer comparaciones de la frecuencia de interacciones

agonisticas el nimero de ataques heteroespecificos fue dividido a la mitad.

El analisis del aislamiento reproductivo post-apareamiento fue realizado en dos
niveles. Primero se establecieron comparaciones entre 4 grupos de cruzamientos:
cruzamientos homoespecificos (N = 24), cruzamientos heteroespecificos (N = 24),
cruzamientos Qhibrida x Jhibrido (N = 48) y retrocruzamientos (N = 96). Segundo, se
realizaron comparaciones entre los cruzamientos homo y heteroespecificos, entre las distintas
combinaciones de cruzamientos Qhibrida x Jhibrido, y entre las distintas combinaciones de
retrocruzamiento. Para evaluar la cantidad de huevos depositados se utilizd ANOVA de dos
factores (identidad del grupo, y ranking de puesta). La proporcién de huevos fecundados y la
tasa de eclosién fueron evaluadas mediante ANOVA de un factor (identidad del grupo). El éxito
reproductivo final fue estimado como la proporcidn de huevos que dio lugar a peces adultos
que sobrevivieron hasta los 95 dias, y fue evaluado mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Por
ultimo, la tasa de crecimiento de los machos fue evaluada mediante ANOVA de medidas

repetidas.

Todos los datos fueron evaluados para la normalidad usando el test de Kolmogorov-
Smirnov. Para satisfacer las asunciones de normalidad durante las comparaciones del nimero
de huevos desovados se utilizo la transformacidn de la raiz cuadrada. A menos que se indique,

los valores reportados son la media + error estandar. Todos los andlisis estadisticos fueron
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realizados con el software SPSS, versién 15.0 para Windows. La significancia estadistica fue

considerada a a = 0.05.
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RESULTADOS

Aislamiento sexual: eleccidn de las hembras entre dos estimulos

De las 80 pruebas de preferencia realizadas, 70 fueron consideradas para el analisis. Las
exclusiones se debieron a que las hembras se mantuvieron refugiadas entre las plantas de Ia
zona neutra mas del 80% del tiempo (N = 7) o que permanecieron asociadas con un solo
macho sin visitar el otro sector del acuario (N = 2). Ademas, un ensayo fue excluido porque uno

de los machos murié durante el experimento.

Al comparar los grupos de hembras de las distintas especies y localidades, no se
evidenciaron diferencias significativas en el tiempo total de interaccién con los machos
(ANOVA de un factor: F3 5= 1.889, P = 0.140). En ambas especies, las hembras provenientes de
poblaciones cercanas a la zona de contacto interactuaron significativamente mas tiempo con
el macho homoespecifico (A. reicherti: mediana con homoespecifico = 1943 s, mediana con
heteroespecifico = 787 s, prueba de Wilcoxon: Z = -3.148, N = 17, P = 0.002; A. charrua:
mediana con homoespecifico = 1972 s, mediana con heteroespecifico = 742.5, prueba de
Wilcoxon: Z = -2.809, N = 18, P = 0.005). Respecto a las hembras provenientes de poblaciones
centrales de la distribucion, mientras que A. reicherti no evidencio diferencias en el tiempo de
interaccion con los machos homo y heteroespecificos (mediana con homoespecifico = 1306.5
s, mediana con heteroespecifico = 782.5 s, prueba de Wilcoxon: Z=-0.980, N = 18, P = 0.327),
las hembras de A. charrua, interactuaron mas tiempo con los machos homoespecificos,
aunque la diferencia fue marginalmente significativa (mediana con homoespecifico = 1120 s,
mediana con heteroespecifico = 771 s, prueba de Wilcoxon: Z=-1.870, N = 17, P = 0.062). La
preferencia de las hembras por machos de su propia especie (tiempo de interaccidn con el
macho homoespecifico - tiempo de interaccién con el macho heteroespecifico) fue mayor en
las poblaciones cercanas a la zona de contacto que en las poblaciones centrales de Ia
distribucidn, aunque los valores fueron significativos solamente en A. reicherti (prueba de
Mann-Whitney: A. reicherti: U = 65.5, N1 =17, N2 = 18, P = 0.004; A. charrua: U =115, N1 = 18,
N2 =17, P=0.210; Figura 5.3).

Durante los ensayos de desove, la cantidad de huevos depositados en el sustrato fue
mayor cuando las hembras se aparearon con el macho que resulté preferido en la prueba de

eleccién previa (ANOVA factorial: F;6, = 14.15, P < 0.001; Figura 5.4). Sin embargo no se
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detectd efecto del cruzamiento homo o heteroespecifico (Fis; = 0.267, P = 0.607) ni de la
localidad de la hembra (F;5; = 0.057, P = 0.812), ni de cualquier interaccién entre estas

variables (todas P > 0.277).
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FIGURA 5.3. Preferencia de las hembras de A. rechertiy FIGURA 5.4 Cantidad de huevos (raiz
A. charrua por machos homoespecificos (tiempo de cuadrada del nimero de huevos; media * ES)
interaccion con el machos homoespecifico - tiempo de depositados por las hembras en los ensayos
interaccion con el machos heteroespecifico) en reproductivos con machos que resultaron
poblaciones cercanas a la zona de contacto y centrales preferidos y no preferidos durante la prueba
de la distribucion, en un experimento de eleccidn de eleccién simultanea previa.
simultanea.

Aislamiento sexual: eleccidon de los machos entre dos estimulos

Al evaluar la eleccion de los machos entre hembras homo y heteroespecificas se consideraron
todos los ensayos experimentales realizados. El tiempo total de interaccidén con las hembras no
fue significativamente diferente entre los machos de ambas especies (prueba t para muestras
independientes: t3g =-1.193, N1 = N2 = 20, P = 0.240). El tiempo que los machos interactuaron
con hembras homo y heteroespecificas no mostré diferencias significativas para ninguna de las
especies (prueba de Wilcoxon: A. reicherti: Z = -0.896, N = 20, P = 0.370; A. charrua: Z = -.859,
N = 20, P = 0.390; Figura 5.5). Por otro lado, la preferencia de los machos por hembras de su
propia especie (tiempo de interaccién con la hembra homoespecifica — tiempo de interaccion
con la hembra heteroespecifica) no difirid entre los machos de ambas especies (A. reicherti:
mediana = 417.5 s, A. charrua: mediana = 22.5 s; prueba de Mann-Whitney: U = 192.5, N1 = N2
=20, P=0.839).
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FIGURA 5.6 Tiempo de interacciéon de machos de A. recherti y A.
charrua, provenientes poblaciones cercanas a la zona de contacto,
con hembras homoespecifica (gris oscuro) y heteroespecificas (gris
claro) en un experimento de eleccién simultanea.

Aislamiento sexual: interaccion libre de muiltiple eleccion

La frecuencia de apareamientos homoespecificos superé significativamente a la frecuencia de
apareamientos heteroespecificos en las poblaciones experimentales de individuos
provenientes de regiones préximas a la zona de contacto (apareamientos homoespecificos =
20.92 + 3.01, apareamientos heteroespecificos = 13.00 + 1.96; prueba t para muestras
relacionadas: t;; = 3.39, P = 0.006), pero no difiri6 en las poblaciones de individuos
provenientes de localidades centrales de la distribucién de ambas especies (apareamientos
homoespecificos = 18.58 + 2.86, apareamientos heteroespecificos = 18.17 + 2.05; prueba t
para muestras relacionadas: t;; = 0.16, P = 0.875). Ademas, la diferencia en el nimero de
apareamientos homo y heteroespecificos fue significativamente mayor en las poblaciones
formadas con individuos provenientes de zonas cercanas al drea de contacto (prueba t para
muestras independientes: t,, = 2.16, N1 = N2 = 12, P = 0.042; Figura 5.7). Por otra parte, no se
detectaron diferencias en la frecuencia de los apareamientos heteroespecificos JA. reicherti-
QA. charrua y JA. charrua-QA. reicherti (prueba t para muestras relacionadas: zona de

contacto: t;; = 0.072, P = 0.944; zona central: t;;= 0.642, P = 0.534).

En cuanto a la frecuencia de despliegues de cortejo, los machos cortejaron

indistintamente a las hembras homo y heteroespecificas tanto en las poblaciones de individuos
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de regiones cercanas a la zona de contacto (cortejos homoespecificos = 11.17 + 1.76, cortejos
heteroespecificos = 13.33 + 2.58; prueba t para muestras relacionadas: t;; = -1.12, P = 0.286)
como de regiones centrales de la distribucién de ambas especies (cortejos homoespecificos =
9.67 + 1.53, cortejos heteroespecificos = 8.17 = 1.39; prueba t para muestras relacionadas: t;;
= 0.842, P = 0.418). Ademas, la diferencia en la frecuencia de cortejos a hembras homo y
heteroespecificas no difirid6 entre ambos grupos experimentales (prueba t para muestras

independientes: t,, =-1.394, N1=N2 =12, P=0.177).

*b<0.05
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FIGURA 5.7. Diferencia en el nimero de apareamientos homo y
heteroespecificos en poblaciones experimentales formadas con
individuos de A. reicherti y A. charrua provenientes de regiones
cercanas a la zona de contacto y de la zona central de la distribucién de
ambas especies. Se representa la media * ES; la linea punteada marca
igual numero de apareamientos homo y heteroespecificos.

Respecto a las interacciones entre los machos, la frecuencia de conductas agresivas
homo y heteroespecificas no mostrdé diferencias significativas (ataques homoespecificos =
10.29 + 1.26, ataques heteroespecificos = 8.44 + 0.74; prueba t para muestras relacionadas: t,;
=1.286, P = 0.211), y el comportamiento agresivo de los machos no difirié entre las distintas
localidades (frecuencia de ataques homoespecificos — frecuencia de ataque heteroespecificos:
zona de contacto = 0.63 + 2.01, zona central = 3.08 + 2.09, prueba t para muestras
independientes: t,, = -0.847, N1 = N2 =12, P = 0.406). Tampoco se detectaron diferencias en la
frecuencia con que los machos de A. reicherti y de A. charrua atacaron a machos
heteroespecificos (A. reicherti = 9.00 + 1.28, A. charrua = 7.88 + 1.66, prueba t para muestras

relacionadas: t,;3 =-0.439, P = 0.665).
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Aislamiento postapareamiento

Los 16 posibles cruzamientos realizados entre individuos de A. reicherti, de A. charrua y de la
F1 hibrida, produjeron descendencia viable. El mayor porcentaje de cruzamientos exitosos
(cruzamientos que dieron lugar al menos un descendiente adulto) fue observado en las diadas
homoespecificas (91.7%), seguido por los cruzamientos entre hibridos (72.9%), los
cruzamientos heteroespecificos (70.8%), y los retrocruzamientos (53.1%). Las hembras
desovaron en 180 de los 192 ensayos experimentales realizados (93.8%). En promedio, el 9.6 +
0.8% de los huevos dieron origen a peces adultos, con valores significativamente mas altos en
los cruzamientos homoespecificos que en los retrocruzamientos (prueba Mann-Whitney: U =
600, P = 0.001) y que en los cruzamientos entre individuos hibridos (prueba Mann-Whitney: U
= 372, P = 0.025) (Figura 5.8a). El nimero promedio de huevos en cada ensayo fue 20.6 + 1.2
(N = 192), sin que se observaran diferencias significativas entre los grupos de cruzamientos
homoespecificos, heteroespecificos, Qhibrida x Jhibrido, y el grupo de retrocruzamientos
(ANOVA: F3;7 = 1.904, P = 0.131; Figura 5.8b), ni diferencias en el ranking de puesta (Fs ;7 =
0.531, P =0.662) ni efectos de la interaccidn entre ambos factores (Fg ;75 = 0.848, P =0.573). La
tasa promedio de fertilizacion fue 57.0 £ 2.3% (N = 180), con diferencias significativas entre
estos 4 grupos de cruzamientos (ANOVA: F;;7, = 5.406, P = 0.001; Figura 5.8c). Mediante
comparaciones post hoc (HSD de Tukey) se evidencié mayor tasa de fertilizacién en el grupo de
cruzamientos Qhibrida x Jhibrido respecto a los cruzamientos heteroespecificos y al grupo de
retrocruzamientos. En general, el éxito promedio de eclosién fue de 24.9 + 1.3% (N = 163), y
no se evidenciaron diferencias significativas entre los grupos anteriormente mencionados

(ANOVA: F; ;50 = 1.403, P = 0.244; Figura 5.8d).

La comparacidon entre las 4 combinaciones posibles de cruzamientos homo vy
heteroespecificos, asi como la comparacion entre las 4 combinaciones posible de cruzamientos
Qhibrida x Jhibrido, no evidenciaron diferencias significativas para ninguna de las variables
analizadas. Sin embargo, las distintas combinaciones de retrocruzamientos mostraron

diferencias en el nimero de huevos y en el éxito de eclosién (Tabla 5.1).

Por otro parte, no se detectaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento
corporal entre los machos de A. reicherti, de A. charrua, y de los hibridos obtenidos al cruzar
ambas especies (ANOVA de medidas repetidas: tamafo corporal*edad: F = 1.031, P = 0.158;
Figura 5.9) asi como tampoco en el tamafio corporal alcanzado por estos individuos a los 115

dias de vida (ANOVA: F; 3= 0.961, P = 0.422).
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FIGURA 5.8 Resultados de los cruzamientos experimentales, mostrando (i) el porcentaje promedio de huevos
que dieron origen a peces adultos, (ii) el nimero de huevos (transformado por la raiz cuadrada), (iii) la tasa de
fertilizacion, y (iv) el éxito de eclosién en el grupo de cruzamientos homoespecificos (gris oscuro),
heteroespecificos (gris claro), retorcruzamientos (rayas), yhibridos (puntos). Se representa la media * ES (N).
Letras distintas significan p < 0.05.

Ademas, la comparacion realizada entre los machos descendientes de cruzamientos
homoespecificos (N=20), heteroespecificos (N=20), 2hibrida x Jhibrido (N=20), y de
retrocruzamientos (N=20), no evidencid diferencias en la tasa de crecimiento corporal (ANOVA
de medidas repetidas: tamafio corporal*edad: F = 1.732, P = 0.098) ni en el tamafio alcanzado

a los 115 dias de vida entre las distintas categorias de descendencia (ANOVA: F;4s= 0.449, P =

0.719).
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FIGURA 5.9 Crecimiento de machos descendientes de cruzamientos @ A. reicharti x 3 A.
reicherti (linea entera), Q A. charrua x & A. charrua (linea segmentada), Q@ A. reicherti x
& A. charrua (linea punteada) y @ A. charrua x & A. reicherti (linea segmentada y

punteada). Se representa la media + ES para cada grupo de individuos (N = 10 en todos
los casos).
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DISCUSION

Este estudio demuestra la existencia de mecanismos de aislamiento reproductivo pre y post-
apareamiento entre Austrolebias reicherti y A. charrua. El aislamiento preapareamiento se
establecié exclusivamente a través de la eleccién de pareja de las hembras, y fue mas
pronunciado en areas de contacto que en areas alopatridas. Ademads, se evidencid una
disminucién en la performance reproductiva de los individuos hibridos, dado que la proporcion
de huevos que dio lugar a peces adultos fue inferior en los cruzamientos @ hibrida x J'hibrido y
en los retrocruzamientos respecto a los cruzamientos homoespecificos. En conjunto, estos

resultados apoyan el modelo de reforzamiento en estas especies de peces anuales.
Aislamiento preapareamiento

Las hembras de areas cercanas a la zona de contacto interactuaron mds con el macho
homoespecifico que las hembras de poblaciones alopatridas en un clasico paradigma de
eleccién simultanea. Este tipo de ensayo es una aproximacion experimental utilizada
ampliamente para investigar el grado de aislamiento reproductivo entre poblaciones
divergentes (Kullmann & Klemme 2007, Reichard & Polacik 2010, Rosenthal & Ryan 2011).
Durante las experiencias de desove, las hembras pusieron mdas huevos cuando fueron
colocadas junto a los machos que previamente habian resultado preferidos en los ensayos de
eleccion entre dos estimulos. Por lo tanto, el tiempo de interaccién con los estimulos en un
ensayo de eleccion simultdnea fue un indicador confiable de preferencia de apareamiento y

valida la utilizacién de esta metodologia en Austrolebias.

Las pruebas de eleccién dicotdmica permiten evaluar la contribucidn de la eleccién de
pareja al aislamiento reproductivo bajo condiciones que excluyen los efectos de otras posibles
barreras precopulatorias. En este sentido, la eleccidn dicotdmica permite valorar la mera
existencia de preferencias de apareamiento, mas alld de su importancia relativa en la
naturaleza (Jones et al. 2008). Sin embargo, la particular barrera reproductiva en consideracion
podria estar opacada por interacciones competitivas y la eleccion en un sistema dicotdmico
quiza no refleje con exactitud la fuerza de la preferencia de apareamiento en condiciones
naturales (Knight et al. 1998, Reichard et al. 2005). Por lo tanto, las barreras preapareamiento
entre A. reicherti y A. charrua también fueron evaluadas a partir de un disefio experimental

que permitio la interaccidén en una red social, donde la defensa del territorio y los mecanismos
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de acceso a las parejas pueden afectar el grado de aislamiento reproductivo. En este caso, los
eventos de apareamiento exitoso fueron considerados indicadores de preferencia de las
hembras, mientras que la eleccién de los machos fue valorada mediante la frecuencia de

despliegues de cortejo.

Ambas aproximaciones experimentales evidenciaron divergencia en las preferencias de
apareamiento de las hembras entre poblaciones cercanas a la zona de contacto y centrales de
la distribucidn. Sin embargo, en el caso de eleccidn entre dos estimulos, el comportamiento de
las hembras A. charrua no fue significativamente distinto entre las diferentes localidades. Este
resultado podria reflejar una diferencia entre las especies respecto a los mecanismos que
conducen el aislamiento reproductivo. El incremento en el aislamiento sexual en la zona de
contacto podria no haber existido en A. charrua, o el flujo de genes intraespecifico podria
haber causado la transmision de alelos para la preferencia homoespecifica a las poblaciones
alopatridas (Ortiz-Barrientos et al. 2009). Aunque estas opciones no pueden descartarse,
probablemente el comportamiento diferencial de las hembras de A. charrua de distintas
localidades puede no haber sido detectado debido al bajo nimero de ensayos. En apoyo a esta
ultima alternativa, durante las pruebas de interaccion libre el aislamiento sexual fue mas
pronunciado en areas de contacto que en dreas alopatridas, y no se encontraron diferencias en

la discriminacidn contra heteroespecificos entre las hembras de A. reicherti y A. charrua.

Si bien los resultados reportados en este trabajo son congruentes con el modelo de
reforzamiento, existen otros mecanismos que podrian causar un incremento en el
reconocimiento especifico en las zonas de contacto (para una revisiéon ver Pfennig & Pfennig
2009, Hoskin & Higgie 2010). Por ejemplo, una explicacién alternativa para el desplazamiento
de caracteres reproductivos observado, es que las diferencias ecoldgicas entre poblaciones
simpatridas y alopdtridas, mas que el reforzamiento, sean responsables del cambio en la
preferencia de apareamiento de las hembras (Howard 1993). En este sentido, Brazner & Etges
(1993) demostraron que la discriminaciéon heteroespecifica puede ser incrementada u
obliterada meramente criando animales en diferentes ambientes. Aunque factible, esta
alternativa es poco probable en este sistema, dada la inexistencia de grandes diferencias

ambientales entre las distintas localidades estudiadas (hasta donde las podemos evaluar).

Dentro de una zona hibrida, algunos individuos son mas propensos que otros a
aparearse con heteroespecificos (Rosenthal 2012), y generalmente, la discriminaciéon contra
individuos heteroespecificos es mayor en las hembras (Svensson et al. 2007, Kozak et al. 2009,

Espinedo et al. 2010, O'Rourke & Mendelson 2010, Swenton 2011, pero ver Gregorio et al.
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2012). En este estudio, los machos provenientes de la zona de contacto cortejaron
vigorosamente sin discriminar entre hembras homo y heteroespecificas, y el aislamiento
reproductivo preapareamiento ocurrié exclusivamente debido a las preferencias sexuales de
las hembras. Ademads, el hecho de que la frecuencia de apareamientos en los ensayos de
interaccion libre refleje la eleccién de las hembras encontrada en las pruebas dicotdmicas,
sugiere que la preferencia de apareamiento de las hembras es un factor determinante en la

ocurrencia de un apareamiento particular.

Recientemente, ha sido reconocido el rol de la competencia entre machos por
territorios de cria en el proceso de especiacién (van Doorn et al. 2004, Mikami et al. 2004,
Seehausen & Schluter 2004, Dijkstra et al. 2005, 2006). Mientras que en las pruebas de
eleccidon entre dos estimulos podrian observarse preferencias bidireccionales divergentes
entre las poblaciones, en condiciones naturales las preferencias podrian tornarse
unidireccionales debido a la exclusién territorial de un morfo sobre el otro. Sin embargo, los
experimentos de multiple eleccién permitieron valorar las interacciones competitivas entre los
machos de ambas especies y no se evidenciaron diferencias significativas en los niveles de

agresion intra e interespecifica.

Aislamiento post-copulatorio.

En este trabajo se evidencid una desventaja en la performance reproductiva de los hibridos. La
proporcién de huevos totales que dieron lugar a peces adultos fue significativamente inferior
en los cruzamientos que involucraron individuos hibridos (@hibrida x Jhibrido vy
retrocruzamientos) respecto a los cruzamientos homoespecificos. Sin embargo, no se
detectaron diferencias en el nimero de huevos, en la tasa de fecundacién, ni en el éxito de
eclosidn, sugiriendo que los efectos negativos de la hibridacidn son causados por acumulacion

de desventajas desde la puesta de huevos hasta el desarrollo del adulto.

Es de esperar que los cruzamientos heteroespecificos sean relativamente infértiles y/o
que produzcan descendencia de menor viabilidad, y que las incompatibilidades gaméticas o
genotipicas se acumulen a través de la deriva genética a medida que las poblaciones divergen
(Coyne & Orr 2004). Sin embargo, en este estudio no se revelaron desventajas en los
cruzamientos heteroespecificos. Aunque la disminucién en la viabilidad y fertilidad de los
cruzamientos entre taxones cercanamente relacionados ha sido observada como resultado de
la especiacion incipiente (por ejemplo, Macholan et al. 2007), muchas veces la desventaja de

los cruzamientos heteroespecificos se evidencia durante la performance reproductiva de la
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descendencia hibrida, tal como fue observado en este caso, o incluso en generaciones mas
tardias (Turner et al. 2001, Price & Bouvier 2002, Fuller 2008, Russell & Magurran 2006,
Vigueira et al. 2008). La ocurrencia de mayor tasa de fecundacién en los cruzamientos
Qhibrida x Jhibrido respecto a los cruzamientos heteroespecificos y a los retrocruzamientos
resulta dificil de explicar. Este hecho podria responder a un mayor desempeno de las parejas
hibridas durante el apareamiento. En este grupo de peces, la fecundacién es externa y el
apareamiento consiste en una serie de comportamientos sincronizados entre el macho y la
hembra que culminan con la deposicidn de huevos en el sustrato y la fecundacién de los
mismos (Belote & Costa 2004, Garcia et al. 2008). Por lo tanto, las diferencias observadas
podrian deberse a que la sincronizacion en la liberacién de gametos se vea afectada solamente
en los apareamiento heteroespecificos y en los retrocruzamientos, a través de un mecanismo
de esterilidad comportamental parcial (Russell & Magurran 2006). Experimentos de
fertilizacidn in vitro y la caracterizacion detallada del comportamiento de apareamiento de los
distintos cruzamientos, son necesarios para dilucidar el mecanismo involucrado en la

fecundidad diferencial observada.

La tasa de crecimiento corporal en el laboratorio fue similar entre los distintos grupos
de descendientes. Sin embargo, la desventaja hibrida podria expresarse solamente bajo
condiciones naturales y en ambientes particulares, y por lo tanto es menos probable detectar
efectos en la eficacia de los hibridos en condiciones de cautiverio (Coyne & Orr 2004). La
mayoria de la investigacion sobre hibridacion ha estado enfocada en el aislamiento
reproductivo post-copulatorio intrinseco, donde la incompatibilidad genética afecta la eficacia
hibrida a través de la reduccidon de la supervivencia o la fertilidad (para una revisién ver Burke
& Arnold 2001). Estudios recientes, sin embargo, enfatizan la importancia del aislamiento post-
copulatorio extrinseco, donde la eficacia hibrida es determinada por la interaccién entre el
genotipo y el ambiente (Schluter 2009, Schluter & Conte 2009, Johannesson et al. 2010, Wolf
et al. 2010). El aislamiento extrinseco podria evolucionar cuando los hibridos presentan
fenotipos intermedios no aptos para competir en el habitat utilizado por sus parentales
(Rundle 2002, Forister 2005, Mcbride & Singer 2010). Un ejemplo clasico de aislamiento post-
copulatorio extrinseco se observa en los peces espinosos Gasterosteus aculeatus (Hatfield &
Schluter 1999, Rundle 2002, Gow et al. 2007). En el laboratorio, los hibridos de los morfotipos
limnicos y bentdnicos de esta especie son fenotipicamente intermedios, viables, fértiles y
crecen a la misma tasa que los individuos parentales. Sin embargo, experimentos donde los
individuos fueron transportados al ambiente natural revelaron que la F1 hibrida es

competitivamente inferior y presenta menor tasa de crecimiento corporal (Hatfield & Schluter
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1999). El aislamiento extrinseco también puede manifestarse a través de la seleccion sexual.
Vamosi & Schluter (1999) demostraron que, mientras las hembras de G. aculeatus no
discriminaron contra hibridos en experimentos realizados en el laboratorio, en condiciones
naturales los machos hibridos no lograron acceden a buenos territorios y por lo tanto no

fueron seleccionados por las hembras.

Muchos estudios han reportado asimetria en las preferencias de apareamiento en
acuerdo con asimetria en la reduccién de la fertilidad de la descendencia hibrida (Berdan &
Fuller 2012, Yukilevich 2012). En este trabajo sin embargo, no se han detectado diferencias en
la performance reproductiva de los distintos cruzamientos heteroespecificos ni asimetria en la
discriminaciéon durante las pruebas de eleccion de pareja. Si bien este experimento de
cruzamientos sucesivos no fue disefiado para evaluar aislamiento preapareamiento, el nimero
de huevos depositados en cada cruzamiento puede ser utilizado como indicador de
preferencia de apareamiento de las hembras. En este sentido, y en acuerdo con la similitud en
las distintas medidas de performance reproductiva, no hubo diferencias en el numero de
huevos entre las distintas combinaciones de cruzamientos Qhibrida x Jhibrido. Sin embargo,
no todos los retrocruzamientos presentaron la misma cantidad de huevos ni son igualmente
exitosos (éxito de eclosién). Futuros estudios son necesarios para evaluar la seleccion sexual

sobre los descendientes de los distintos cruzamientos.

Conclusion

Aunque su influencia en la evolucidén intrapoblacional ha sido largamente reconocida, la
seleccién sexual ha sido recientemente invocada como una fuerza conductora de la
especiaciéon (Panhuis et al. 2001, Ritchie et al. 2007, Kraaijeveld et al. 2011). Por ejemplo, se ha
sugerido a la seleccién sexual como el principal mecanismo generador de la enorme diversidad
existente de ciclidos encontrados en los grandes lagos del este africano (Seehausen et al. 1997,
Knight & Turner 2004). La especiacidn por seleccion sexual ocurre cuando un cambio paralelo
en las preferencias y caracteres sexuales dentro de una poblacidn conduce al aislamiento
precigético entre poblaciones y cuando esto es la causa primaria del aislamiento reproductivo
(Panhuis et al. 2001). A pesar de la existencia de varios modelos tedricos (Lande 1981, West-
Eberhard 1983, Turner & Burrows 1995, van Doorn et al. 1998, Lande et al. 2001), los estudios
empiricos sobre el papel de la seleccién sexual en la especiacién son todavia relativamente
recientes (Panhuis et al. 2001). Por otra parte, el modelo clasico de especiacion vy

reforzamiento (Mayr 1963) sugieren que el aislamiento sexual tiene un rol secundario en el
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proceso de especiacidn, el cual evoluciona luego de la divergencia gradual de los linajes en

alopatria.

En este trabajo se evidencid una disminucién en la eficacia reproductiva de los hibridos
de A. reicherti y A. charrua, y se sugiere desplazamiento de caracteres reproductivos por
divergencia en la preferencias de apareamiento de las hembras. Por lo tanto, la naturaleza del
aislamiento reproductivo entre estas especies es congruente con el modelo de reforzamiento.
Existe una variedad de ejemplos de reforzamiento operando en la naturaleza (Noor 1995,
Coyne & Orr 1997, Seetre et al. 1997, Rundle & Schluter 1998, Nosil et al. 2003, Pfennig 2003,
Haavie et al. 2004, Hoskin et al. 2005, Silvertown et al. 2005, Jaenike et al. 2006, Kronforst et
al. 2007, Nosil et al. 2007, Urbanelli & Porretta 2008, Lemmon 2009, Gregorio et al. 2012), y
este mecanismo parece haber contribuido al origen de diversos linajes de mariposas, peces,
moscas de la fruta, aves, anfibios y plantas con flor (Noor 1997, Lukhtanov et al. 2005, Kay &
Schemske 2008, Ortiz-Barrientos et al. 2009). Ademas, el reforzamiento ha sido también un
tépico en estudios tedricos de biologia evolutiva (Servedio & Noor 2003, Coyne & Orr 2004,
Telshcow et al. 2005, Lemmon & Kirkpatrick 2006, Hall & Kirkpatrick 2006, Yukelivich & True
2006).

Los resultados del presente trabajo son congruentes con el escenario de diferenciacion
entre A. charrua y A. reicherti sugerido por Garcia et al. (2009), que consiste en la
fragmentacion alopatrica durante transgresiones marinas, la divergencia y posterior expansién
de la distribucién involucrando un contacto secundario. Estudios morfolégicos sugieren la
ocurrencia de hibridacién en la zona de contacto (capitulo 4), mientras que analisis genéticos
con secuencias mitocondriales no han detectado flujo genético entre las especies (Garcia et al.
2009). Este hecho podria deberse a diversas causas no excluyentes: (1) la zona hibrida es de
caracter actual; (2) seleccion intrinseca (y posiblemente extrinseca) contra los individuos
hibridos; (3) aislamiento sexual entre las especies; (4) diferencias en la eficacia de los distintos
cruzamientos hibridos pueden causar un flujo unisexual y prevenir la transmisién mitocondrial
entre las especies (aunque en este estudio no se evidenciaron diferencias en la performance
reproductiva de las distintas combinaciones hibridas, tal vez las haya en condiciones

naturales).

El reforzamiento es un proceso que requiere contacto secundario de poblaciones que
hayan divergido previamente en alopatria. Dado que las especies hermanas de Austrolebias
generalmente ocupan areas adyacentes alopatridas (Loureiro 2004), ¢ées razonable pensar que

el reforzamiento tuvo un rol importante en la diversificacién del género? La visiéon general de
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que la distribuciéon de estos peces es alopatrida podria ser engafiosa ya que el contacto
secundario entre las diferentes especies potencialmente es mas frecuente que lo observado en
el momento actual. Especificamente, el sistema Los Patos-Merin, donde se encuentra la mayor
diversidad de especies del género, es una regién que ha estado sujeta a frecuentes cambios
debido a transgresiones y regresiones marinas que han ocurrido al menos desde el Mioceno
(Sprechmann 1978). No es dificil imaginar por lo tanto, que la frecuencia de eventos de
contacto secundario haya sido relativamente alta como para que el reforzamiento sea un

mecanismo importante en el proceso de especiacion de este grupo de peces.
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Conclusiones generales y perspectivas
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En la presente tesis fueron abordadas diferentes areas de investigacion actual en el marco de
la seleccién sexual desde una perspectiva experimental en un modelo biolégico novedoso. El
marcado dimorfismo sexual en el tamafio corporal, la pigmentacion del cuerpo y el
comportamiento, la particular historia de vida, la variabilidad espacio-temporal del habitat en
diversos ejes ambientales, junto con al escenario de especiacidon simultdnea y multiple en las
especies del complejo “A. adloffi”, convierten a este grupo de peces en un modelo interesante
para el estudio de la seleccion sexual. Ademds, la existencia de un protocolo de cria y
mantenimiento (Berois et al. 2012), el pequefio tamafio y la facilidad de experimentacion,
hacen de este sistema un candidato prometedor para el estudio empirico de la ecologia del

comportamiento.

A lo largo de la tesis, la eleccion de pareja fue evaluada principalmente mediante
pruebas de preferencia de asociacion. Esta metodologia frecuentemente empleada en
estudios de seleccién sexual se basa en la concepcion de que la tendencia de una hembra a
asociarse con un macho determinado se corresponde con su intencion de apareamiento. El
tiempo en proximidad, el nimero de visitas, o el tiempo de interacciéon con cada estimulo en
este tipo de ensayo, son medidas cominmente utilizadas para evaluar la preferencia de
apareamiento en peces (Basolo 1990, Kingston et al. 2003, Lehtonen & Lindstrom 2008,
Walling et al. 2010). Sin embargo, la utilizacion de esta metodologia pocas veces ha sido
validada (pero ver Goncalves & Oliveira 2003, Wong 2004, Reichard & Polacik 2010), y en
muchos casos se ha demostrado que la asociacién con un estimulo no es necesariamente un
indicador real de preferencia de apareamiento (Gabor 1999, Egger et al. 2008). Una critica
frecuente se funda en que los patrones de asociacidn pueden producirse por una variedad de
razones independientes de las intenciones reproductivas, como por ejemplo la conducta de
cardumen o la evasién de predacién (Gabor 1999, Ostlund-Nilsson & Nilsson 2000). A lo largo
de esta tesis, multiples evidencias demuestran que el tiempo de interaccidn con los estimulos
en un ensayo de eleccion simultdnea es un indicador confiable de preferencia de
apareamiento en Austrolebias. Primero, el porcentaje de tiempo que las hembras
permanecieron orientadas e interactuando con los machos y el tiempo invertido de los machos
en despliegues de cortejo durante las pruebas de eleccion, refleja la motivacion reproductiva
de los peces (capitulo 1). Segundo, la consistencia en la eleccion de las hembras a lo largo de
distintos ensayos avala la existencia de preferencia por un estimulo (capitulo 1). Tercero, la
preferencia de asociacidon de las hembras cuando los machos fueron confinados detrds de
divisores transparentes se correspondid con las decisiones reales cuando se les dio la

oportunidad de apareamiento (capitulo 5). Por ultimo, la relacion observada entre la
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preferencia de asociacion y la cantidad de huevos puestos durante los ensayos de desove

(capitulo 5) valida la utilizacién de la metodologia en este grupo de peces.

Dado que diversos caracteres estan involucrados en las decisiones de apareamiento de
las hembras asi como en el resultado de las contiendas entre los machos, la eleccion de las
hembras y la competencia de los machos pueden actuar en concierto para intensificar Ia
seleccion sexual sobre los caracteres del macho, o en oposicién para debilitarla. En el capitulo
1 se evalué el efecto del tamano corporal de los machos de A. charrua en la seleccién intra e
intersexual, y la interaccion entre ambas fuerzas. Los machos de mayor tamafio fueron
preferidos por las hembras y socialmente dominantes durante las interacciones agresivas.
Estos resultados evidencian que ambas componentes de la seleccién sexual actdan en
concierto respecto al tamafio corporal de los machos. Ademas las hembras fueron consistentes
en su eleccidn independientemente de si observaron o no la contienda entre los machos,
sugiriendo que la competencia no afecta la preferencia de las hembras. Sin embargo, dada la
dificultad de distinguir entre estos dos rasgos altamente correlacionados (el tamafio corporal y
la dominancia), no es posible descartar que la percepcion del estatus social del macho incida
en la eleccién de la hembra. Una perspectiva a futuro por lo tanto, es la realizacién de estudios
adicionales que permitan discernir entre el efecto del tamafio corporal y de la jerarquia social.
Una posible aproximacidn seria modificar la percepcidn de la hembras, haciendo que el macho
de menor tamafio sea percibido como dominante y el de mayor tamafio como subordinado.
Esto podria lograrse a través del efecto de la experiencia social previa sobre la conducta
agonistica, donde los individuos modifican su comportamiento en base al resultado de sus
contiendas anteriores. Existe evidencia de que los individuos que resultan ganadores en una
pelea aumentan sus chances de ganar en el futuro (efecto ganador), mientras que, los
individuos perdedores disminuyen sus probabilidades de vences en otras contiendas (efecto
perdedor) (Hsu et al. 2006). Por lo tanto, la realizacidon de ensayos agonisticos previos podria
invertir el resultado de la interaccion entre los pretendientes de la hembra, haciendo que el

macho de menor tamanio resulte dominante.

En el capitulo 2 se evalud la multimodalidad de las sefiales durante el comportamiento
reproductivo de A. reicherti. Los despliegues de cortejo y la pigmentacién de los machos
indican que las sefiales visuales juegan un rol importante en la eleccion de pareja. Sin
embargo, la elevada turbidez que caracteriza a los charcos donde habitan estos peces dificulta
el contacto visual, y por tanto otras modalidades sensoriales podrian también estar

involucradas en el comportamiento reproductivo. En este estudio se demostré que los machos
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liberan sefiales quimicas durante el cortejo que provocan cambios comportamentales en las
hembras. Ademads, se sugiere que las sefiales podrian estar constituidas por compuestos
organicos de polaridad media, tales como esteroides, prostaglandinas y acidos biliares. Andlisis
qguimicos adicionales se requieren para dilucidar la naturaleza quimica de las seiales. La
eleccion de pareja depende de la evaluacion e integracidn de multiples sefiales producidas por
las parejas potenciales, y el canal quimico podria ser particularmente importante en los
charcos de elevada turbidez que habitan estos peces. Por lo tanto, el potencial de la
comunicaciéon quimica en este grupo de peces demanda futuros analisis. Por otra parte, el
habitat extremadamente fragil de los charcos en combinacién con los recientes resultados
sobre proliferacién neural en regiones del cerebro involucradas con la visién y el olfato
(Ferndndez et al. 2011), hacen de Austrolebias un modelo interesante y novedoso para

explorar el efecto de los cambios ambientales en el uso de diferentes modalidades sensoriales.

Generalmente, las preferencias de apareamiento han sido consideradas como
caracteres estaticos y sin variacidn. Sin embargo, la intensidad de la seleccion sexual puede
variar en el tiempo y/o espacio si cambian las condiciones ambientales, demogréficas o las
propiedades intrinsecas de los individuos (Jennions & Petrie 1997, Qvarnstrom 2001). Los
charcos temporales constituyen un ambiente susceptible a sufrir grandes variaciones
estacionales en diversos factores ecoldgicos que se acompafian de cambios demograficos. Por
lo tanto, los costos y beneficios de ejercer eleccion de pareja podrian variar a medida que
avanza la estacion y la consecuente senescencia de los individuos. Este contexto ofrece una
excelente oportunidad para investigar el patron temporal de seleccion sexual. En el capitulo 3
se evidencid variacién en la proporcidn sexual y en las preferencias de las hembras a lo largo
de la estacién reproductiva. La proporcidon de machos en las poblaciones naturales disminuyd
hacia el final de la temporada. A comienzos de la estacion las hembras prefirieron machos de
mayor tamafio en pruebas de eleccién simultanea, sin embargo, al final de la misma, no fueron
evidentes preferencias asociadas al tamafo corporal de los machos. Por lo tanto, los
resultados de este estudio sugieren que cuando se evallan las preferencias de apareamiento,
deben ser considerados el contexto ambiental y el momento de la estacidn. Si la eleccién de
las hembras es estimada ignorando estas variables, existen riesgos de realizar una
interpretacién errénea de los resultados. Este trabajo evalué si las decisiones
comportamentales de las hembras son afectadas por la experiencia previa de disponibilidad de
parejas en el campo. Sin embargo, muchos otros factores podrian estar afectando la
intensidad de seleccidon sexual a lo largo de la temporada, como por ejemplo la disponibilidad

de territorio, la concentracién de oxigeno, la temperatura, la densidad poblacional. Por otra
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parte, los cambios en el comportamiento reproductivo podrian responder a factores
intrinsecos de las hembras. Para identificar otras posibles causas de la plasticidad encontrada
en la eleccidn de pareja asi como para inferir posibles consecuencias evolutivas a nivel
poblacional, es necesario realizar experiencias adicionales, tanto en la naturaleza como en
condiciones controladas. Actualmente se esta llevando a cabo una investigacidn en A. charrua
qgue pretende dilucidar el efecto de la temperatura y de la senescencia sobre la eleccién de las
hembras, mediante la evaluacidn de la preferencia de apareamiento en distintos momentos de
la estacidon reproductiva en poblaciones seminaturales mantenidas bajo dos regimenes de

temperatura: temperatura ambiente y temperatura constante (19°C).

El rol de la seleccidon sexual en el proceso de especiacidon es fuente de controversia en
biologia evolutiva (Panhuis et al. 2001, Ritchie 2007). La seleccién sexual tiene un alto
potencial para la formacién de nuevas especies porque afecta directamente caracteres que
influyen en el éxito reproductivo y el reconocimiento entre sexos (Sampson 1999). La teoria
proporciona una variedad de mecanismos mediante los cuales la seleccion sexual puede
provocar o facilitar la especiacidon (revisado en Servedio et al. 2011), aunque también
proporciona fundamentos sélidos sobre la dificultad de que la seleccidon sexual sea la fuerza
conductora del proceso de especiacion (revisado en Ritchie 2007). Por otro lado, existen pocos
estudios empiricos que respalden los modelos (Boughman 2001, Seehausen et al. 2008,
revisado en Mann & Seehausen 2011) y no es posible evaluar la frecuencia con que la
especiacién por seleccion sexual ocurre realmente en la naturaleza. La identificacion de la
contribucion relativa de las distintas barreras reproductivas en especies que hayan derivado
recientemente, proporciona una ventana en el proceso de especiacion a través de la cual
pueden hacerse evidentes pautas generales (Mendelson et al. 2007). En este sentido, estudios
en las zonas de contacto de especies de divergencia reciente son de especial interés para
contribuir a la comprensién general de los procesos que mantienen la diferenciacidon genética
y morfoldgica (Jones et al. 2006, McMillan et al. 1997, Bailey et al. 2004, Cruz et al. 2004,
Patten et al. 2004). En esta tesis se evalud el rol de la seleccidon sexual en la especiacion
poniendo a prueba los modelos de reforzamiento y de especiacidn por seleccién sexual en las

especies hermanas A. reichertiy A. charrua.

Los resultados del capitulo 4 demostraron que ambas especies hibridan en condiciones
de cautividad y sugieren la existencia de una zona hibrida localizada en la parte inferior de la
cuenca del Rio Cebollati. Si bien la comparacién de la morfologia y pigmentacién del cuerpo

entre los hibridos nacidos en cautiverio y los individuos localizados en la zona de contacto
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sustenta fuertemente la ocurrencia de hibridacién en la naturaleza, estudios genéticos son
necesarios para confirmar este hallazgo. Por otra parte, los patrones de variacion
intraespecificos sugieren que las presiones selectivas a las que estd sometida la morfologia
difieren de las ejercidas sobre la pigmentacién de los machos. Las diferencias morfoldgicas
entre las poblaciones fueron mayores a medida que aumenté la distancia, por lo que la
variacién morfoldgica se ajusta a un patrén de diferenciacién neutral. Sin embargo, respecto a
la pigmentacidon del cuerpo de los machos, la mayor diferencia fue encontrada entre las
poblaciones de A. charrua y de A. reicherti cercanas a la zona de contacto. Dado que la
diferencia mas notoria entre los machos de ambas especies es el patrén de pigmentacién, este
hecho sugiere desplazamiento de caracteres reproductivos: el patron de mayor divergencia de
un caracter de reconocimiento especifico en dreas de contacto entre especies cercanamente
relacionadas que en areas alopatridas (Howard 1993). Sin embargo, resta por evaluar si las
hembras prefieren los caracteres extremos de pigmentacion vy si la divergencia en el patrdon de

bandas es conducida por la eleccién de las hembras.

En el capitulo 5 se evidencid la existencia de mecanismos de aislamiento reproductivo
entre las especies. El aislamiento sexual fue mas pronunciado en areas de contacto que en
areas alopatridas. Ademas, se evidencié una disminucién en la performance reproductiva de
los individuos hibridos. Estos resultados son consistentes con el mecanismo de reforzamiento y
por lo tanto sugieren que la divergencia entre las especies no fue conducida directamente por
la seleccidn sexual. En los ultimos afos se ha acumulado evidencia empirica de reforzamiento
en una variedad de taxones (por ejemplo, Coyne & Orr 1997, Rundle & Schluter 1998, Nosil et
al. 2003, Pfennig 2003, Lemmon 2009). El reforzamiento ha sido también un tépico en estudios
tedricos (por ejemplo, Servedio & Noor 2003, Coyne & Orr 2004). Experimentos adicionales
son necesarios para dilucidar los mecanismos préximos que originan las preferencias
observadas. Aunque las diferencias en la pigmentacion de los machos de ambas especies
sugieren que la visién juega un rol importante en la eleccién de pareja, probablemente otros
caracteres estén también involucrados en el reconocimiento de pareja. Entonces, las
diferencias fenotipicas entre las dos especies podrian ser mas pronunciadas de lo que sugiere
la coloraciéon. En este sentido, durante el reforzamiento y el proceso de desplazamiento de
caracteres reproductivos, las sefales quimicas probablemente sean importantes dada su
elevada tasa de mutacién y el alto potencial evolutivo (Wyatt 2003, Rafferty & Boughman
2006). Por lo tanto, es de principal interés la elaboracién de un disefio experimental que
permita valorar la importancia relativa de las distintas modalidades sensoriales en el

aislamiento precopulatorio. Por otra parte, en este estudio la investigacion ha estado enfocada
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en el aislamiento reproductivo post-apareamiento intrinseco. Para una comprension mas
certera del aislamiento post-apareamiento son necesarios estudios de campo que permitan la
valoracion de la eficacia hibrida en la naturaleza asi como el efecto de la eleccidén de pareja en

los individuos hibridos (Schluter & Conte 2009, Johannesson et al. 2010, Wolf et al. 2010).

Los peces anuales del género Austrolebias constituyen un modelo biolégico en el campo
de la biologia del desarrollo (por ejemplo, Berois et al. 2011, Arezo 2012) y han sido objeto de
estudio en el area de la filogeografia (por ejemplo, Garcia 2006, Costa 2010, Garcia et al. 2012),
de la sistematica (por ejemplo, Loureiro 2004), de la etologia (por ejemplo, Belote & Costa
2002, Garcia et al. 2008), de la neurobiologia (por ejemplo, Fernandez et al. 2011), y de la
ecologia (Arim et al. 2010). Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto la importancia de

consolidar a estos peces anuales como modelo para el estudio de la seleccidn sexual.

Por ultimo, en asociacion con el particular ciclo de vida, el habitat de Austrolebias es un
ambiente fragil y muy fragmentado. Como resultado de esto existe una alta diversidad de
especies y se han encontrado varios endemismos dentro del género. Las especies del complejo
“A. adloffi” se distribuyen en las tierras bajas asociadas al sistema Laguna Patos-Merin,
incluyendo a los Bafiados de Este, zona declarada Sitio de Reserva de la Biosfera y Sitio Ramsar
(Probides 1999), identificado a su vez como hot spot de especiacién (Garcia et al. 2000). Por lo
tanto, el conocimiento sobre la biologia y los procesos que afectan la generacién y el
mantenimiento de la diversidad de peces anuales, son fundamentales para el establecimiento

de planes de conservacion y manejo.
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CONTRIBUCIONES

Esta tesis propone y consolida a los peces anuales del género Austrolebias como modelo
novedoso para el estudio de la seleccién sexual. Los conocimientos generados dieron origen a
un articulo publicado, a un articulo aceptado para su publicacidn y a tres manuscritos en vias

de ser sometidos a revision.

Passos C., B. Tassino, M. Loureiro & G. G. Rosenthal 2013. Intra- and intersexual selection on
male body size in the anual killifish Austrolebias charrua. Behavioural Processes 96:

20-26.

Passos C., F. Reyes, B. Tassino, G. G. Rosenthal & A. Gonzalez. Female annual Kkillifish
Austrolebias reicherti (Cyprinodontiformes, Rivulidae) attend to male chemical cues.

Ethology: aceptado para su publicacién.
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APENDICE 1. Lista detallada de las localidades y las referencias geogréaficas de los todos los
sitios de colecta para los andlisis de: (1) Seleccidn intra e intersexual sobre el tamafio corporal
de machos en Austrolebias charrua —capitulo 1—; (2) variacién en la preferencia de
apareamiento y en la proporcidn de sexos a lo largo de la estacidn reproductiva en A. reicherti
—capitulo 3—; (3) morfologia de individuos provenientes de la zona de contacto y de las
especies parentales — capitulo 4—; (4) morfologia de individuos nacidos en cautiverio —capitulo

4—; (5) naturaleza del aislamiento reproductivo entre A. reichertiy A. charrua —capitulo 5—

Especie Localidad Charco Latitud; Longitud Analisis
Austroleias Depto. Rocha SCH2 33°30'08"S;53°53'03"0 2
charrua SCH3 33°51'38"S;53°54'10"0 1,3,5
SCH4 33°58'53"S,;53°48'48"0 1,3,5
SCH5 34°03'37"S;53°51'19"0 5
SCH7 33°54'16"S; 53°42'00"0 1,2,3,5
SCH8 33°55'12"S;53°32'39"0 1,5
SCH12 33°35'18"S; 54°04'50"0 2
SCH14 33°35'55"S; 53°44'28"0 2
SCH15 33°59'28"S;53°48'57"0 3,5
SCH16 34°00'16"S; 53°49'01"0 1,2
Depto. Treitay Tres NCH1 33°15'37"S;53°53'29"0 2,3,4,5
NCH3 33°15'31"S;54°11'01"0 3,4,5
NCH4 33°15'51"S; 54°10'56"0 2,3,5
NCH5 33°15'26"S;53°53'50"0 2,3,5
NCH17 33°11'01"S;53°47'42"0 2,3,5
NCH19 33°14'46"S; 53°50'50"0 5
NCH21 33°11'21"S;53°48'06"0 2,5
Austroleias Depto. Treita y Tres Al 32°55'21"S; 53°54'49"0 2,3,4,5
reicherti A3 32°56'01"S;53°53'35"0 3,4,5
A6 32°58'57"S; 53°52'10"0 2,3,4,5
A7 32°58'57"S;53°52'11"0 2,5
A9 32°55'09"S;53°55'02"0 3,5
Al4 33°01'16"S; 53°50'27"0 2
A18 33°01'18"S;53°50'30"0 2
A22 32°57'13"S;53°55'19"0 3,5
T2 32°46'54"S; 53°38'50"0 3,5
T3 32°46'60"S;53°38'22"0 2,5
T4 32°46'33"S;53°39'38"0 2,3,5
T5 32°46'29"S;53°44'23"0 2,5
T8 32°45'02"S;53°36'03"0 3,5
T10 32°46'31"S; 53°44'18"0 2
T12 32°46'17"S;53°38'44"0 2,3,5
Zona de Depto. Treitay Tres C2 33°08'13"S;53°52'12"0 3
contacto 2C5 33°04'02"S;53°50'35"0 3
2C7 33°04'04"S; 53°50'50"0 3
ZC12 33°05'45"S; 53°50'47"0 3
ZC14 33°05'32"S;53°50'37"0 3
2C28 33°10'17"S; 53°46'56"0 3
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