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Resumen

La cria cooperativa en aves es un sistema reproductivo en el cual uno o méas adultos
(ayudantes) asisten a otros en el cuidado de las crias. Explicar este comportamiento
aparentemente altruista de los ayudantes continGia planteando desafios para la teoria evolutiva
y la ecologia del comportamiento, dado que las especies con cria cooperativa presentan una
gran diversidad de sistemas de apareamiento y formas de organizacion social. Un factor
particular que puede afectar la ayuda en el nido es el parasitismo de cria, una estrategia
reproductiva en la que individuos de una especie (parasitos) explotan el cuidado parental de
individuos de otras especies (hospedadores) para producir descendencia. Recientemente, se
ha visto que estos dos sistemas reproductivos aparecen asociados en ciertas avifaunas. La
presencia de ayudantes podria beneficiar a los hospedadores si reduce el esfuerzo parental y/o
la competencia por el alimento en los nidos parasitados. A su vez, los parasitos podrian
beneficiarse de la cria cooperativa si obtienen mas alimento en los nidos asistidos. Sin
embargo, estas hip6tesis apenas han sido investigadas. En esta Tesis se estudid la
organizacioén social, la contribucion individual al cuidado parental y posibles efectos de la cria
cooperativa en el Musico (Agelaioides badius), principal hospedador de un parasito de cria
especialista, el Tordo Pico Corto (Molothrus rufoaxillaris). Para llevar a cabo estos objetivos se
realizaron muestreos intensivos durante 4 temporadas reproductivas (2015-2016, 2016-2017,
2017-2018 y 2018-2019) en los que se monitored un total de 229 nidos de Musico, y se
colectaron muestras de sangre de adultos y pichones pertenecientes a 33 grupos
reproductivos.

Para caracterizar la organizacién social se analizaron las relaciones de parentesco
entre la pareja reproductiva, los ayudantes y las crias mediante la secuenciacion de 523 SNPs.
Los analisis genéticos mostraron que los ayudantes fueron en su mayoria machos
emparentados en primer grado con el macho reproductor (9 de 21) o ambos miembros de la
pareja reproductora (5 de 21). Ademéas hubo 5 machos y 2 hembras que ayudaron a individuos
no emparentados. No se detecté paternidad/maternidad de los ayudantes en los nidos donde
asistieron y tampoco se encontraron evidencias directas de una estructuracién genética a fina
escala (i.e. “vecindario de parientes”) en la poblacion de estudio.

Para evaluar la contribucion relativa de los ayudantes a las tareas de
aprovisionamiento e higiene de las nidadas, se realizaron filmaciones en nidos con pichones a
los 4 y 8 dias post-eclosién (n = 25 y 22, respectivamente). Estas filmaciones se usaron
también para cuantificar la distribucion de las entregas entre los pichones de Musico y
parasitos, con el fin de estudiar el efecto de la presencia de ayudantes sobre la competencia
por el alimento. También se evalu6 la contribucién en la respuesta anti-predatoria mediante un
experimento de presentacion de modelos de un predador aéreo y una especie control en nidos
con pichones (n = 27). Los resultados mostraron que los ayudantes tuvieron una participacion

significativamente menor que los reproductores en las tareas de aprovisionamiento y respuesta



anti-predatoria, mientras que la higiene de los pichones estuvo a cargo casi exclusivamente de
la hembra reproductora. La proporcion de entregas realizada por los reproductores no estuvo
asociada a la presencia de ayudantes y tampoco se encontré una asociacion entre la presencia
de ayudantes y la respuesta anti-predatoria del macho reproductor, pero la respuesta de la
hembra reproductora fue mayor en presencia de ayudantes. Por otro lado, no se detect6 un
efecto claro de los ayudantes en la distribucién del alimento en las nidadas parasitadas, que
estuvo sesgada hacia el pichon parasito principalmente a los 8 dias de edad, y tampoco se
encontraron diferencias en el crecimiento de los pichones de Musico y Tordo Pico Corto entre
nidos con y sin ayudantes. Si se observé una asociacién negativa entre la presencia de
ayudantes y la tasa de depredacion de los nidos.

Esta Tesis aporta la primera descripcion detallada del sistema social del Musico y la
contribuciéon de los ayudantes al cuidado parental. Los resultados sugieren que la ayuda en el
nido en el Masico ocurre principalmente dentro de grupos familiares que podrian formarse por
la retencién de crias macho o el reclutamiento de ayudantes emparentados con el macho
reproductor a posteriori de la dispersiébn natal. Este patrén avala la idea de que la cria
cooperativa estaria favorecida por la seleccion por parentesco. Sin embargo, la presencia
ocasional de ayudantes no emparentados y la baja contribucion de los ayudantes al cuidado
parental sugieren que estos podrian obtener también beneficios (no reproductivos) derivados
de la vida en grupo o del mayor acceso a recursos en los grupos cooperativos. Por otro lado,
los datos no apoyan la idea de que la cria cooperativa permita a los reproductores reducir su
esfuerzo parental o reduzca la competencia por el alimento en las nidadas parasitadas, aunque
seria util seguir explorando estas cuestiones en el futuro incrementando el tamafio muestral y/o
manipulando experimentalmente los costos del cuidado parental. Por Ultimo, si bien no pueden
establecerse relaciones causales, los resultados sugieren que la ayuda en el nido podria
mejorar la supervivencia de los nidos, lo cual favoreceria el éxito reproductivo tanto del Masico
como del Tordo Pico Corto. Esta posible interaccion entre la cria cooperativa y el parasitismo
de cria no ha sido reportada previamente y podria explicar por qué el Tordo Pico Corto usa
preferentemente hospedadores con cria cooperativa.

Palabras clave:
Cria Cooperativa — Parasitismo de cria — Seleccién por parentesco - Agelaioides badius -
Molothrus rufoaxillaris



Abstract

Cooperative breeding in birds is a reproductive system in which one or more adults
(helpers) assist others in rearing their offspring. Explaining this apparently altruistic behavior still
poses challenges to evolutionary theory and behavioral ecology, given the broad diversity of
mating systems and social organization patterns exhibited by cooperatively breeding species.
Helping behavior can be affected by brood parasitism, a reproductive strategy in which some
individuals (parasites) exploit the parental care of individuals of other species (hosts) to
reproduce. It has been recently reported that cooperative breeding and brood parasitism are
associated in certain avifaunas. In theory, the presence of helpers at the nest could benefit
hosts if it reduces parental effort and/or within-brood competition at parasitized nests. In turn,
brood parasites could benefit from using cooperatively breeding hosts if they obtain more
resources at helped nests. However, these hypotheses have been barely investigated. This
PhD Theses studies the social organization, individual contribution to parental care and possible
effects of cooperative breeding in the Grayish Baywing (Agelaioides badius), primary host of a
specialist brood parasite, the Screaming Cowbid (Molothrus rufoaxillaris). To carry out these
objectives, | conducted intensive sampling over 4 breeding seasons (2015-2016, 2016-2017,
2017-2018 y 2018-2019), during which | monitored a total of 229 Baywing nests and collected
blood samples from adults and nestlings at 33 breeding groups.

To characterize Baywing’s social organization, kinship among the breeding pair, helpers
and nestlings was analyzed through ddRAD sequencing using 523 SNPs. Genetic analyses
showed that helpers were mostly males and first-order relatives to the breeding male (9 of 21)
or to both breeders (5 of 18). In addition, there were 5 males and 2 females who helped non-
relatives. Helpers did not share paternity/maternity with the breeding pair in the nests where
they assisted and there was no direct evidence of fine-scale genetic structure (i.e. “kin
neighborhoods”) in the study population.

To evaluate the relative contribution of helpers to nest provisioning and nestling
grooming, | conducted video-recordings of nests with nestlings at 4 and 8 days post-hatching (n
= 25 and 22, respectively). These video-recordings were also used to quantify food allocation
between host and parasitic nestlings, with the aim of studying the effect of helpers on
competition for food. Also, | evaluated the contribution of helpers to anti-predatory response
through a model presentation experiment in which an aerial predator and a control species were
presented at 27 nests with nestlings. The results indicated that helpers participated significantly
less than breeders in nest provisioning and defense, whereas nestling grooming was done
almost exclusively by the breeding female. The proportion of feedings delivered by breeders
was not associated to the presence of helpers; neither there was an association between the
presence of helpers and anti-predatory response of male breeders, but females’ response was
more intense in the presence of helpers. On the other hand, helpers had no clear effect on food

allocation at parasitized broods, which was biased towards cowbird nestlings, especially at the



age of 8 days, and there were no differences in growth patterns between Baywing and
Screaming Cowbird nestlings between nests with and without helpers. There was a negative
association between the presence of helpers and nest predation rates.

This Thesis provides the first detailed description of Baywing’'s social system and the
contribution of helpers to parental care. The results suggest that helping at Baywing nests
occurs primarily within family groups that could arise through delayed dispersal of male
offspring or the secondary recruitment of helpers that were first-order relatives of the male
breeder. This pattern supports the idea that cooperative breeding in Baywings would be favored
by kin selection. However, the occasional presence of unrelated helpers together with the low
contribution of helpers to parental care suggest that helpers could gain non-reproductive
benefits too, such as those derived from living in groups or from increased access to resources
in cooperative groups. The data presented here do not support the idea that cooperative
breeding allows breeders to reduce their parental effort or reduce within-brood competition at
parasitized broods. Nevertheless, it would be useful to continue exploring these options with
increased sample sizes and the experimental manipulation of the costs of parental care. Finally,
although causal relationships cannot be established, the results suggest that helping at the nest
could improve nest survival, which would favor the reproductive success of both Baywings and
Screaming Cowbirds. This possible interaction between cooperative breeding and brood
parasitism has not been reported previously and it could help explaining why Screaming
Cowbirds use preferentially cooperatively breeding hosts.

Key-words:
Cooperative breeding — Brood parasitism — Kin selection - Agelaioides badius - Molothrus

rufoaxillaris
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Juan Manuel Rojas Ripari 1. Introduccidn general

Capitulo 1.
Introduccién general

La cria cooperativa es un sistema reproductivo en el que uno o mas adultos
(ayudantes) participan del cuidado parental de crias que no son sus descendientes
directos. Entre los vertebrados, este sistema ha evolucionado en aves, mamiferos y
peces (revisidn reciente en Dickinson y Koenig, 2016). En las aves, se encuentra en el
9% de las especies vivientes, aproximadamente, con una distribucion global
notablemente sesgada hacia las avifaunas de Australia y Africa sub-sahariana (Ligon y
Burt 2004, Cockburn 2006, Feeney et al. 2013). La cria cooperativa plantea una
paradoja desde el punto de vista evolutivo porque los ayudantes invierten tiempo vy
esfuerzo en asistir a otros individuos a expensas de su propia reproduccién. Este es el
motivo fundamental por el cual la existencia de ayudantes en el nido ha concitado el
interés de los ecélogos del comportamiento desde los inicios de la disciplina. A lo largo
de los ultimos 30 afios, el estudio de la cria cooperativa ha sido terreno de importantes
debates conceptuales y cambios de paradigma acerca de los factores ecologicos y
mecanismos que subyacen a la evolucion de la cooperacion en sociedades animales
(Cockburn 1998, Koenig y Dickinson 2004, Koenig et al. 2016). A continuacién se
introducen algunos de los principales conceptos e interrogantes en torno a este

sistema reproductivo que sirven de marco al desarrollo de la tesis.

¢,Por qué ayudan los ayudantes?

La pregunta central en el estudio de la cria cooperativa es por qué algunos
individuos posponen su reproduccion y asisten a otros en el cuidado de sus crias. La
principal explicacion propuesta hasta ahora para esta paradoja se basa en las teorias

de seleccion por parentesco (kin selection) y fitness inclusivo, segun las cuales el
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Juan Manuel Rojas Ripari 1. Introduccidn general

comportamiento aparentemente altruista puede ser favorecido si los beneficios
genéticos que obtienen los ayudantes son mayores que los costos de ayudar (Griffin y
West 2002, Hamilton 1964). Estos beneficios genéticos derivan no sélo de la propia
reproduccion (beneficios directos) sino también de aumentar el éxito reproductivo de
individuos emparentados (beneficios indirectos). Por lo tanto, la cria cooperativa puede
evolucionar si los ayudantes incrementan su fitness inclusivo a través de mejorar el
éxito reproductivo de sus parientes cercanos (Emlen y Wrege 1991, Dickinson et al.
1996, Canestrari et al. 2008). Las evidencias mas fuertes a favor de la seleccion por
parentesco como mecanismo evolutivo de la cria cooperativa provienen de especies
donde la ayuda en el nido ocurre a posteriori de la dispersién natal y los ayudantes
activamente eligen asistir a individuos emparentados (Heinsohn 2004, Sharp y

Hatchwell 2006).

Si bien la importancia de la seleccién por parentesco en la evolucion de la cria
cooperativa esta firmemente establecida (Griffin y West 2003, Hatchwell 2009), el uso
de herramientas moleculares para la determinacién del parentesco ha revelado un
panorama mucho mas diverso y complejo de lo que se creia respecto de las relaciones
genéticas dentro de los grupos cooperativos. Estas técnicas han revelado que la
ayuda en el nido también puede ocurrir entre individuos no emparentados (Dunn,
Cockburn, y Mulder 1995, Groenewoud et al. 2019, Wright et al. 2010), y que los
ayudantes pueden obtener beneficios genéticos directos, ya sea a través de compartir
la maternidad/paternidad de las crias con la pareja dominante (Baglione et al. 2002,
Haydock, Koenig, and Stanback 2001, Richardson, Burke, Komdeur 2002) o de
acceder a fertilizaciones extra- pareja dentro o fuera de su grupo social (Heinsohn
2009). De hecho, un numero creciente de estudios moleculares muestra que la
ocurrencia de pichones extra-pareja en sistemas con cria cooperativa es similar, o
incluso superior en algunos casos, al porcentaje observado en sistemas con cuidado

biparental y monogamia social (Brouwer y Griffith 2019, Riehl 2013). Un ejemplo
5



Juan Manuel Rojas Ripari 1. Introduccidn general

notable es el de Malurus cyaneus, una especie de ratona australiana con cria
cooperativa en la cual el 90-100% de los nidos contienen al menos un pichon extra-
pareja (Cockburn et al. 2016). Estos hallazgos complejizan el panorama acerca de los
potenciales costos y beneficios para los ayudantes (Brouwer y Griffith 2019, Cockburn
et al. 2016, Kaiser et al. 2019, Riehl 2013). En este escenario, encontrar una respuesta
general a la pregunta de por qué ayudan los ayudantes, dando cuenta de toda esta
diversidad de formas de organizaciébn social y sistemas de apareamiento sigue

representando un enorme desafio.

Organizacion social, patrones de dispersion y ayuda en el nido

En general, la cria cooperativa suele estar asociada a una demora en la
dispersién natal que conduce a la formacién de grupos sociales por la retencién de
crias filopatricas (Hatchwell 2009, Riehl 2013). Esto ha llevado a considerar la demora
en la dispersién y la cria cooperativa como dos situaciones inseparables una de otra
(Ekman et al. 2004). Sin embargo, la filopatria no es condicion necesaria ni suficiente
para la cria cooperativa, dado que puede ocurrir demora en la dispersién sin que el
sistema presente ayuda en el nido (Ekman et al. 1994, 2004, Gamero et al. 2014) o
ayuda en el nido a posteriori de la dispersién (Dickinson et al. 1996, Russell y
Hatchwell 2001, Groenewoud et al. 2019). Entender por qué los individuos dispersan
del territorio natal o no, y como esto sienta las bases para la cria cooperativa, es un

tema crucial que suele pasarse por alto (Ekman et al. 2004).

Hatchwell (2010) ha llamado la atencién sobre la importancia de estudiar los
patrones de dispersion para determinar el rol de la seleccion por parentesco en la
ayuda en el nido. ElI argumento es que el hecho de que los ayudantes y los
beneficiarios de la ayuda estén emparentados no constituye por si mismo evidencia
suficiente a favor de la seleccion por parentesco, dado que dicho patron puede surgir

de manera pasiva si los grupos sociales se forman por la retencién de progenie
6
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filopatrica y los individuos que dispersan lo hacen a corta distancia de su territorio natal
(Ribeiro et al. 2012, Woxvold et al. 2006). Con este tipo de estructura poblacional
viscosa los potenciales ayudantes tienen escasas 0 nulas oportunidades de asistir a
individuos que no estén genéticamente emparentados. Por lo tanto, para evaluar la
importancia de los beneficios indirectos para los ayudantes resulta necesario verificar
si el grado de parentesco entre ellos y los beneficiarios de la ayuda es mayor que el
promedio entre individuos de distintos grupos sociales de la misma poblacién cercanos

espacialmente (Woxvold et al. 2006).

Si la seleccion por parentesco es el mecanismo principal que explica el origen'y
mantenimiento de la cria cooperativa, es de esperar que los ayudantes asistan
preferentemente a aquellos individuos con los que estdn mas emparentados (Komdeur
1994, Russell y Hatchwell 2001, Wright et al. 2010). Responder esta cuestion requiere
estudiar la estructura genética a fina escala de la poblacién y determinar las relaciones
de parentesco dentro y entre grupos sociales (Ribeiro et al. 2012, Richardson et al.
2002). En las aves, los machos tienden a ser filopatricos, mientras que las hembras
son las que dispersan y se reproducen a mayores distancias de su territorio natal
(Rollins et al. 2012). Esto podria explicar por qué el sexo de los ayudantes suele estar
sesgado hacia el masculino. Sin embargo, se ha registrado la ausencia (Blackmore et
al. 2011) e incluso reversiones de dicho patrén (Harrison et al. 2014). El patrén de
dispersion puede resultar en una estructuracion genética a fina escala de la poblacion
y diferencias sexuales en los costos y beneficios de la cooperacién, que pueden
reflejarse a su vez en la composicion de los grupos sociales y en el nivel de
contribucion de los ayudantes de ambos sexos al cuidado de las crias (Richardson et

al. 2002, Canestrari et al. 2005, Wright et al. 2010).
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Efectos de la ayuda en el nido para la pareja reproductiva y sus
crias

En general, se presupone que el cuidado parental implica costos para los
individuos reproductores en términos de una reduccion en la condiciéon corporal,
supervivencia y/o fecundidad futura (Clutton-Brock 1998, Ketterson y Nolan Jr 1994,
Komdeur y Hatchwell 1999). Teniendo esto en cuenta, una cuestion que ha recibido
bastante atencion en la literatura es qué efecto tiene la contribucién de los ayudantes
para la pareja reproductiva (Hatchwell 1999, Heinsohn 2004). La ayuda en el nido
puede contribuir a reducir los costos de la inversion parental, o bien puede mejorar el
éxito reproductivo actual manteniendo un cierto nivel de inversion. Cual de estas
opciones predomina depende de cémo respondan los reproductores a la ayuda, lo cual
varia a su vez con el balance de costos y beneficios de invertir en reproduccion actual
versus ahorrar esfuerzo para incrementar las chances de reproduccién futura (Crick
1992, Hatchwell 1999, Heinsohn 2004). Las estrategias de los reproductores en
respuesta a la contribucion de los ayudantes han sido exploradas sobre todo en
relacién con el aprovisionamiento del nido (Koenig y Walters 2016). Son relativamente
escasos los trabajos que han abordado esta cuestién con un enfoque mas amplio,
teniendo en cuenta también otros aspectos del cuidado parental como la defensa e

higiene del nido (e.g. Arnold et al. 2005, Carranza et al. 2008, Bolopo et al. 2015).

Dos factores principales que limitan el éxito reproductivo en las aves son la
depredacién de los nidos y la disponibilidad de alimento. La ayuda en el nido puede
ser beneficiosa en términos de reducir la tasa de depredacion si los ayudantes
intervienen en la vigilancia y defensa del nido (Clarke y Fitz-Gerald 1994, Poiani 1997,
Vera 2009, Baglione et al. 2010). Asimismo, el aporte de los ayudantes a la

alimentacién de las crias puede mejorar la productividad del nido (Emlen y Wrege
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1991, Innes y Johnston 1996, Kingma et al. 2010, Dias et al. 2015), o tener efectos
positivos sobre el crecimiento y la condicion fisica con la que los pichones salen del

nido (e.g. Dickinson et al. 1996, Wright 1997, Hatchwell 2004).

Examinar los posibles beneficios de la cria cooperativa es una cuestion clave
para comprender el mantenimiento de estos sistemas. Pese a los grandes avances
realizados, para la mayoria de las especies existe un conocimiento escaso respecto de
cuanto contribuyen los ayudantes y qué efecto tienen sobre los reproductores y sus

crias.

Cria cooperativa y parasitismo de cria

Una presion de seleccién particular que podria afectar la dinamica social en las
especies con cria cooperativa es el parasitismo de cria. Los parasitos de cria
obligados ponen sus huevos en nidos de individuos de otras especies (hospedadores)
que cuidan a las crias paréasitas a expensas de su propio éxito reproductivo (Davies
2000). Un estudio comparativo reciente muestra que en avifaunas de Australia y Africa
la cria cooperativa es mas frecuente en especies hospedadoras de parasitos de cria
gue en especies no hospedadoras (Feeney et al. 2013). Esta asociacion sugiere que el
parasitismo de cria podria favorecer la cria cooperativa si la presencia de ayudantes
reduce los costos para el hospedador o, a la inversa, que los parasitos de cria podrian
seleccionar preferentemente hospedadores con cria cooperativa si estos proveen
mayores niveles de cuidado parental a sus crias (Feeney et al. 2013, Poiani y Elgar
1994, Wells y Barker 2017). Sin embargo, por el momento son escasos los estudios
gue han examinado las interacciones entre estos dos sistemas reproductivos
(Canestrari et al. 2009, Ursino et al. 2011, Feeney et al. 2013, Baglione y Canestrari

2017, Wells y Barker 2017).
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Cria cooperativa en el Neotropico

La cria cooperativa ha sido relativamente poco estudiada en aves del
Neotrdpico, a pesar de que no es infrecuente en las especies de esta region
(Cockburn 2006, Riehl 2011, Dias et al. 2013, Brouwer y Griffith 2019, Santos y
Macedo 2019). Una de ellas es el Musico (Agelaioides badius), un paseriforme de
mediano tamafio (~40g) nativo del sur de América del Sur que presenta monogamia
social y cria cooperativa facultativa (Fraga 1991, Ursino et al 2011). Estudios previos
sugieren que los ayudantes serian predominantemente machos, y que los grupos
sociales pueden formarse tanto por la retencién de crias que demoran la dispersion
como por el reclutamiento de individuos no emparentados con la pareja reproductiva
(Fraga 1991, Ursino et al. 2017). Sin embargo, no se han realizado estudios de la
estructura genética a fina escala en la poblaciéon que permitan dilucidar un posible rol
de la seleccion por parentesco en favorecer la cria cooperativa en esta especie.
Tampoco se ha evaluado cudl es la contribucion relativa de los ayudantes a las
distintas tareas de cuidado parental y qué efectos podrian tener sobre la inversion

parental de la pareja reproductiva y el crecimiento o supervivencia de las crias.

El Mdsico es, ademas, el principal hospedador de un paréasito de cria
especialista, el Tordo Pico Corto (Molothrus rufoaxillaris). Existen varias lineas de
evidencia que sugieren una larga historia coevolutiva entre estas dos especies (De
Marsico y Reboreda 2014, De Marsico et al. 2019). Entre las potenciales
adaptaciones y contra-adaptaciones estudiadas se destaca la capacidad del Musico de
discriminar entre crias propias y ajenas, lo cual ha favorecido el mimetismo en las
vocalizaciones y coloracion del plumaje en los juveniles parasitos (Fraga 1998, De

Marsico et a. 2012, Rojas Ripari et al. 2018, Ursino et al. 2018). Por su alto grado de
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especializacion, el sistema formado por el Musico y el Tordo Pico Corto provee un
excelente modelo para investigar posibles interacciones entre cria cooperativa y

parasitismo.

Objetivos e hipo6tesis de investigacion

El objetivo general de la tesis fue estudiar el sistema de cria cooperativa en el
Musico y examinar posibles interacciones entre la ayuda en el nido y el parasitismo de

cria por el Tordo Pico Corto.

Los objetivos especificos fueron:

Objetivo 1) Estudiar la organizacién social del Muasico a partir del andlisis de las
relaciones de parentesco dentro de los grupos sociales y la estructura genética a fina

escala en la poblacion.

En base a informacion previa, las hipétesis de trabajo son que la cria
cooperativa estd moldeada principalmente por la seleccion por parentesco y que
ademas existe una estructuracion genética poblacional con filopatria sesgada al sexo
masculino. Este objetivo se desarrolla en el Capitulo 3, donde se presentan los
resultados acerca de las relaciones de parentesco y estructuracion genética a fina

escala poblacional, obtenidos usando técnicas gendmicas de Ultima generacion.

En base a informacidn previa, las hipétesis de trabajo son que los ayudantes
son predominantemente machos emparentados con uno o ambos miembros de la
pareja reproductiva, y que la dispersion natal esta sesgada hacia los machos, como en
la mayoria de las aves. Este objetivo se desarrolla en el Capitulo 3, donde se

presentan los resultados acerca de las relaciones de parentesco y estructuracion
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genética a fina escala poblacional, obtenidos usando técnicas gendmicas de ultima

generacion.

Objetivo 2) Evaluar la contribucién relativa de los ayudantes a las distintas tareas de
cuidado parental (aprovisionamiento, defensa, higiene y acicalado de los pichones) y
un posible efecto de la ayuda sobre la inversion de la pareja reproductora y la

distribucion del alimento en las nidadas parasitadas por Tordo Pico Corto.

La primera parte del objetivo es descriptiva. En relacion con el efecto sobre la
pareja reproductiva, las hipétesis evaluadas fueron que la cria cooperativa permite
“alivianar la carga” de los reproductores (i.e. existe un efecto compensatorio de la
ayuda en el nido) o, alternativamente, que la cria cooperativa resulta en un efecto
aditivo del esfuerzo de la pareja reproductiva y los ayudantes. Con respecto a la
distribucion del alimento dentro de las nidadas, se evalud la hip6tesis de que la cria
cooperativa limita la competencia dentro de la nidada a través de una distribucién mas
equitativa de las entregas de alimento. Este objetivo se desarrolla en los Capitulos 4 y
5, donde se presentan por primera vez datos acerca de la contribucion individual de
los miembros del grupo a las distintas tareas de cuidado parental, obtenidos mediante
una intensiva labor de captura y anillado de adultos, filmaciones de nidos y un

experimento a campo.

Objetivo 3) Estudiar posibles efectos de los ayudantes en relacion con el crecimiento

de los pichones y la supervivencia de los nidos ante eventos de predacion.

Las hipotesis de trabajo fueron que la cria cooperativa beneficia tanto a los
pichones del hospedador como parasitos a través de mejorar el crecimiento y reducir
el riesgo de depredacion. Este objetivo se desarrollé en el Capitulo 6, para lo cual se

obtuvieron y analizaron las curvas de crecimiento de pichones de Musico y Tordo Pico
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Corto en nidos con y sin ayudantes, y la relacién entre la presencia de ayudantes y el

éxito del nido frente a eventos de predacion.
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Capitulo 2.
Métodos generales

Sitio de estudio

El proyecto se llevé a cabo en la Reserva Privada de Flora y Fauna “El Destino”
(35° 08 S 57° 25 O, Magdalena, Provincia de Buenos Aires), que forma parte de la
reserva de biosfera Parque Costero del Sur (MAB-UNESCO). Anteriormente una
estancia, este sitio presenta un importante valor patrimonial arquitecténico y contiene
relictos de bosque nativo de la costa bonaerense, conocidos localmente como talares
(Arturi et al. 2009). Estos bosques ocupan el 11,4% de la reserva (Cagnoni et al. 1996)
y se encuentran asentados sobre bancos de conchilla en lineas paralelas a la costa
del rio (Cavallotto et al. 2004) inmersos en una matriz de pastizales inundables, con
flechillares (Stipa sp.) en las zonas mas altas, espartillares en las zonas méas bajas y
huimedas (Spartina sp. y Juncus sp.) y ocasionales cardales (Pagano y Mérida 2009).
Los talares estan dominados por Tala (Celtis ehrenbergiana) y Coronillo (Scutia
buxifolia), acompafiados de especies secundarias como Sombra de toro (Jodinha
rhombifolia) y Molle (Schinus longifolius). Durante las décadas del 40 y ’50 la regién
sufrié una fuerte extraccion de madera para lefia (Arturi y Goya 2004) y a pesar de su
estatus de Reserva de Bibsfera carece de regulaciones sobre actividades productivas,
siendo la ganaderia y la mineria las que generan el mayor impacto. El Parque Costero
del Sur cuenta con 7 zonas nucleo con distinta composicion, distribucion y abundancia
de especies cuya conectividad habilita la funcion del paisaje (Arturi et al. 2009). La
reserva privada “El Destino” se ubica en las zona 2, abarcando unas 2000 ha a ambos
lados de la Ruta 11, dentro de las cuales el area de estudio ocupa unas 580 ha (Figura
2.1). Actualmente el predio esta dedicado a la actividad ganadera, tareas de
investigacion y turismo rural.
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Figura 2.1: a) Seccion de la Provincia de Buenos Aires (mapoteca.educ.ar) indicando la
ubicacion de la Reserva Privada “El Destino” con un punto rojo comparado con la ciudad de La
Plata (punto negro), Ciudad Auténoma de Buenos Aires y Montevideo (puntos negros y
contorno rojo). b) Imagen de Google Earth donde se encuentra el area de estudio (zona
sombreada de azul), y el casco de estancia (pin amarillo). Pueden observarse dentro del area
de estudio los relictos de bosque (talares) en cordones paralelos o subparalelos a la costa del

Rio de la Plata, rodeados de una matriz de pastizales (c) inundables (d).

Especies de estudio

El Musico es residente en el area durante todo el afio. Pertenece a la familia
Icteridae, subfamilia Agelaiinae (Powell et al. 2014, Remsen et al. 2016) y presenta
una amplia distribucion en Argentina hasta el norte-centro de la Patagonia,
exceptuando la region andina, Uruguay, Paraguay y sur de Brasil (Ortega 1998). Los
sexos son indistinguibles tanto en la coloracion del plumaje como en el tamafio. La
dieta es mayormente insectivora, pero los adultos también consumen semillas
(Friedmann 1929). El Musico forma grandes bandadas desde el otofio hasta la

primavera, las cuales se disgregan al comienzo de la temporada reproductiva que, en
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la Provincia de Buenos Aires abarca desde mediados de noviembre a fines de febrero.
Los Mdsicos anidan en nidos cerrados construidos por otras especies (Figura 2.2),
principalmente de la familia Furnaridae (Phacellodomus spp., Synallaxis spp.,
Furnarius rufus). También utilizan nidos de Benteveo (Pitangus sulfuratus,
Tyrannidae) y cavidades secundarias como nidos de carpintero (Colaptes
melanochloros y C. campestris) (Fraga 1991, De Marsico et al. 2010). Muy rara vez

utilizan nidos abiertos o construyen su propio nido, una estructura laxa en forma de

“taza” hecha de pastos (Fraga 1998, De Marsico y Reboreda 2010)

Figura 2.2: Nidos ocupados por Musicos durante las campafas de trabajo. De izquierda a
derecha: caja nido, nido de Lefatero (Anumbius annumbi), nido de Carpintero (Colaptes spp) y

nido de hornero (Furnarius rufus).

Luego de acondicionar la camara de incubacion (generalmente consiste en una
copa de pasto) transcurre una etapa de pre-puesta de duracion variable, que en
promedio ronda los 6 dias pero puede variar entre 2 dias y 3 semanas (De Marsico y
Reboreda 2010). Transcurrida esta etapa comienza la puesta de huevos, que puede
durar entre 3 y 5 dias, con una moda de 4 dias (De Marsico et al. 2010). Los huevos

son puestos alrededor de las 7:00 am.

En el sitio de estudio practicamente todos los nidos de Musico son parasitados
por el Tordo Pico Corto (frecuencia 90-100%), generalmente con mas de un huevo

parasito por nido (De Méarsico et al. 2010). Los huevos de estas especies son similares
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en forma y tamafo pero pueden diferenciarse por la pigmentacion (Fraga 1983). Los
huevos de Tordo Pico Corto son en su mayoria de color rosado con manchas de color
marrén oscuro 0 negro, mientras que los de Musico suelen ser de color gris-verdoso
con manchas pardas (Figura 2.3a). Los nidos también pueden ser parasitados por
Tordo Renegrido, aunque con una frecuencia mucho menor (16 - 20%). Los huevos de
esta especie son facilmente distinguibles de los otros por su forma méas redondeada y

patron de coloracion (Figura 2.3b).

Los periodos de incubacion de Musico y Tordo Pico Corto son de 13 y 12 dias,
respectivamente. Los pichones recién nacidos de ambas especies pueden ser
identificados por diferencias en el color de piel y la pigmentacion de la punta de su
pico, que es de color oscuro en el Musico (Fraga 1979). A partir de los 4 dias de edad
la similitud entre los pichones de ambas especies aumenta y, para cuando salen del
nido, son practicamente indistinguibles entre si a simple vista (De Marsico et al. 2012,
Figura 2.3c). Los pichones permanecen en el nido entre 12 y 16 dias y luego de salir,

los juveniles pueden permanecer durante al menos 2-3 semanas en el territorio natal,

en compainiia de los adultos (De Marsico et al. 2010).

Figura 2.3: a) Fotos de dos huevos de Musico (abajo izquierda) y de Tordo Pico Corto (arriba
derecha). b) Huevo de Tordo Renegrido colectado en un nido de Mdsico. ¢) Pichon de Tordo
Pico Corto (izquierda, pico palido) y Musico (los otros tres) de 4 dias de edad, cuando aln son
distinguibles.
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La proporcién de nidos asistidos reportada para el sitio de estudio es del 40%
de los nidos, con un rango de 1 a 4 ayudantes por nido (Ursino et al. 2011). Salvo
excepciones, los ayudantes se unen a la pareja reproductiva luego de la eclosién de
los huevos, y su nimero puede aumentar durante la etapa de pichones y después que
estos salen del nido (Fraga 1991, Ursino et al. 2011). Fraga (1991) ha reportado hasta
8 ayudantes acompafiando a una pareja reproductiva con juveniles. El Mdsico es una
especie de nidada Unica, es decir que, salvo raras veces, las parejas no vuelven a
reproducirse en la temporada si tuvieron un intento reproductivo exitoso (Fraga 1991).
Durante la etapa juvenil, los adultos continGan proveyendo alimento hasta
aproximadamente un mes después de dejar el nido (Fraga 1991). En esta etapa los
grupos sociales se alejan cada vez mas del sitio de nidificacion a medida que los
juveniles adquieren mayores habilidades de vuelo, y pueden fusionarse con otros

grupos.

Procedimientos generales para el monitoreo de los nidos y
colecta de datos

Durante las temporadas reproductivas 2015-2016, 2016-2017, 2017-2018 y
2018-2019 se realiz6 una busqueda exhaustiva de nidos de Musico en toda el area de
estudio. Los nidos se localizaron usando como claves la presencia y llamados de
alarma de los adultos y mediante busqueda sistematica a lo largo de los talares. Para
facilitar la colecta de datos, desde el afilo 2002 se instalaron en el area de estudio
cajas-nido de madera de 30 x 20 x 16 cm (alto, ancho y profundidad), con un orificio de
entrada de 4,5 cm de diametro y un techo-tapa mavil para acceder al contenido del

nido. Estas cajas son utilizadas ocasionalmente, aunque siempre con baja frecuencia.

Los nidos encontrados fueron monitoreados regularmente hasta que
produjeron volantones o fracasaron. Una vez confirmada la actividad, el nido fue

georreferenciado mediante GPS (Garmin E-trex10) y se le asigné un nimero para su
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identificacion. En cada visita al nido se registré el contenido, el nimero de adultos
presentes y su identidad en caso de estar anillados. El monitoreo se realizé entre las
6:30 y 19:00, excepto en los nidos en periodos de pre-puesta y puesta, que fueron
visitados luego de las 7:30 hs para no interferir con la puesta de huevos del Musico,

que ocurre alrededor de las 7:00 hs.

Todos los huevos encontrados fueron marcados con tinta indeleble para su
identificacion y asignados al Musico, Tordo Pico Corto o Tordo Renegrido segun sus
caracteristicas diagndsticas. Para cada nido se registro la fecha y etapa del ciclo de
nidificacion en la que fue encontrado, y se le asign6 una fecha de inicio

correspondiente a la puesta del primer huevo del hospedador.

Siempre que fue posible, los nidos fueron inspeccionados diariamente durante
las etapas de puesta. Se manipularon todas las nidadas durante el periodo de puesta,
dejando 4 huevos de Musico y 2 de Tordo Pico Corto. Esta composicion esta dentro de
la variacién natural observada en los nidos de Musico y no es infrecuente en el area de
estudio (De Mérsico et al. 2010). Los huevos de Tordo Pico Corto extra que debieron
ser removidos fueron usados para parasitar artificialmente otros nidos o colectados
para otros proyectos de investigacion. Dado que las hembras de Tordo Pico Corto
suelen poner sus huevos de manera asincronica respecto de la puesta del
hospedador, se eligieron los huevos parasitos de forma tal que los pichones nacieran
el mismo dia que el primer pichén de Musico. La composicion de los nidos fue
ajustada al final del periodo de puesta. Al iniciar la etapa de incubacion los eventos
visita fueron con menor frecuencia retirando huevos de tordo provenientes de

parasitismo posterior.
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Figura 2.3: Fotografias que ilustran los procedimientos de captura y extraccion de sangre de

individuos adultos.

Luego de la eclosion se identifico a cada pichén mediante marcas de tinta
indeleble en los tarsos. Nuevamente se visitaron los nidos en forma diaria y en cada
visita se registré el tamafio de grupo, la edad de los pichones, su peso y largo de
tarso. En esta etapa también se procedié a capturar a todos los adultos del grupo
social mediante redes de niebla, asigndndole a cada individuo capturado una
combinacion Unica de tres anillos plasticos de color y un anillo metélico numerado
(Figura 2.3). A cada individuo se le extrajo una pequefia muestra de sangre (30-50 pl)
por puncién de la vena braquial que sera posteriormente utilizada para determinar su
sexo (objetivo 1y 2) y relaciones de parentesco (objetivo 1). La sangre fue colectada
con un capilar heparinizado y almacenada en buffer de lisis (100mM Tris, 100mM
EDTA, 10 mM NaCl, 2% SDS) a temperatura ambiente hasta su traslado al laboratorio.
El mismo procedimiento de anillado y extraccion de sangre se aplico a los pichones a
los 8-9 dias de edad. Luego de esa edad, los nidos ya no fueron inspeccionados para
evitar la salida prematura de los pichones, pero se observaron regularmente desde
una cierta distancia hasta registrar la salida de al menos un pichén del nido. Los nidos

gue produjeron al menos un volanton fueron considerados exitosos.
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Capitulo 3.

Organizacioén social: relaciones de
parentesco y estructuracion genética a
fina escala

Introduccion

La cria cooperativa plantea una paradoja desde el punto de vista evolutivo: los
ayudantes optan por invertir en el cuidado de crias ajenas a expensas de postergar su
propia reproducciéon. De acuerdo con la teoria de seleccién por parentesco, esta
estrategia podria ser favorecida si los costos en términos de fitness para los ayudantes
son menores que los beneficios genéticos que reciben por ayudar (Hamilton 1964,
Griffin y West 2002). En muchas especies de aves con cria cooperativa, los ayudantes
suelen ser parientes en primer grado (hijos o hermanos) de alguno de los miembros de
la pareja reproductiva, lo cual es consistente con la idea de que el comportamiento de
los ayudantes esta dirigido principalmente por beneficios en términos de fitness

inclusivo (Hamilton 1964, Koenig et al. 2016).

Sin embargo, en los ultimos afos, el uso de técnicas moleculares para la
determinacion del parentesco ha revelado que la ayuda en el nido también puede
ocurrir entre individuos no emparentados, abriendo nuevos debates acerca de la
importancia relativa de los beneficios indirectos versus directos en la evolucion de este
comportamiento (Riehl 2013, Cockburn et al. 2016, Shen et al. 2016, Kaiser et al.
2019) Mas aun, la cria cooperativa aparece asociada a una gran variedad de sistemas
de apareamiento, desde monogamia genética hasta sistemas promiscuos (Riehl
2013). Dar cuenta de esta diversidad ha mostrado ser un enorme desafio,

especialmente en aquellos casos donde no parece haber beneficios genéticos
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evidentes para los ayudantes y existen conflictos entre las partes sobre la inversion en

reproduccion y cuidado parental (Cockburn 2013).

Por otro lado, se ha sefialado que incluso si los ayudantes estan cercanamente
emparentados con la pareja reproductora y las crias a las que asisten, esto por si
mismo no es una evidencia suficiente de que estd actuando la seleccion por
parentesco porgue la ayuda en grupos familiares puede ser un efecto colateral de una
poblacion “viscosa”, donde los individuos dispersan a corta distancia de su territorio
natal (Woxvold et al. 2006, Hatchwell 2010, Ribeiro et al. 2012). Una estructura
viscosa puede surgir si existen restricciones ecolégicas en el acceso a territorios o
parejas reproductivas que hacen que sea mas costoso para los individuos dispersar e
intentar reproducirse de manera independiente que permanecer en el territorio natal
(Selander 1964, Greenwood 1980, Blackmore y Heinsohn 2008, Dobson 2013). En las
aves, los machos suelen ser el sexo filopatrico, mientras que las hembras dispersan y
se reproducen a mayores distancias (Clarke et al. 1997, Double et al. 2005, Woxvold
et al. 2006, Ribeiro et al. 2012). Sin embargo, en algunos casos se ha registrado la
ausencia (Blackmore et al. 2011) o reversiones de dicho patron (Woxvold et al. 2006,
Berg et al. 2009, Ribeiro et al. 2012). Las diferencias sexuales en el patron de
dispersion pueden ser determinantes de la composicién de los grupos sociales al
incidir en el balance de los costos y beneficios de la ayuda para cada sexo. Por lo
tanto, estudiar la estructura genética a fina escala teniendo en cuenta no sélo las
relaciones de parentesco dentro de los grupos sociales sino los patrones de
dispersion, es un paso fundamental para caracterizar la organizacién social de los
sistemas cooperativos y evaluar si la ayuda esta seleccionada por el parentesco o por
otro tipo de beneficios (Richardson et al. 2002, Dickinson y Hatchwell 2009, Ribeiro et

al. 2012, Green y Hatchwell 2018).
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Si la seleccion por parentesco es el mecanismo principal que explica el origen y
mantenimiento de la cria cooperativa es de esperar que los ayudantes dirijan
activamente su ayuda hacia aquellos individuos con los que estan mas emparentados
(Komdeur 1994, Dickinson y Hatchwell 2009). Uno de los mejores ejemplos es el del
Mito (Aegithalos caudatus), donde los ayudantes son individuos cuyo evento
reproductivo fracaso y asisten en nidos donde tienen una relacion de parentesco de
primer orden, generalmente hermanos, con uno de los miembros de la pareja
reproductora (Hatchwell 2016). En esta especie se ha demostrado la existencia de
mecanismos de reconocimiento individual (Sharp et al. 2005) y un ajuste fino en la
contribucioén de los ayudantes, quienes aumentan sus tasas de entrega de alimento en

funcion de su parentesco promedio con la nidada a la que asisten (Nam et al. 2010).

Pese a los importantes avances que hubo en el conocimiento de la cria
cooperativa en las Ultimas décadas, aln se conoce relativamente poco acerca de este
sistema en la regién neotropical (Rodrigues y Carrara 2004, Cockburn 2006, Riehl
2011, Dias et al. 2013). En particular en el Musico, el sistema de cria cooperativa fue
estudiado por primera vez por Fraga (1991). Este autor registré la presencia de 1 a 4
ayudantes en el 95% de los nidos monitoreados. En base a observaciones de
individuos anillados y estimando las relaciones de parentesco a través de pedigris,
sugirié que la ayuda ocurre principalmente en grupos familiares donde los ayudantes
suelen ser crias de afios anteriores de uno o ambos miembros de la pareja
reproductiva (Fraga 1991). Mas recientemente, un estudio basado en marcadores
microsatélites mostré que el sistema de apareamiento de esta especie es monogamia
social con ocasionales fertilizaciones por fuera de la pareja, y que los grupos sociales
pueden formarse tanto por la retencién de crias que demoran la dispersién como por el
reclutamiento de individuos no emparentados con la pareja reproductiva (Figura 3.1,
Ursino et al. 2017). Ademas, en este estudio se observaron dos casos de parasitismo
intraespecifico (i.e. crias de una misma nidada que no compartian ninguno de los
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padres) y un caso de cuasi-parasitismo (i.e. crias que eran hijas del padre social pero
no compartian la madre genética). Estos resultados plantean una organizacién social
mas compleja que la descrita anteriormente por Fraga (1991), pero no son
concluyentes respecto del rol del parentesco en dicha organizacioén. Una limitacion del
estudio de Ursino et al. (2017) para caracterizar el sistema de cria cooperativa del
Musico es que contd con muestras de soélo 8 ayudantes y usé soOlo 7 loci
microsatélites, lo que confiere un poder de resolucion relativamente bajo para inferir el

parentesco.

Paternidad : 5
extra pareja Monogamia Cuasiparasitismo
13% (38%) 85% (57%) 0,7% (2%)

B ————

B

et

tes
Ayudantes Ayudantes no
emparentados, hijos .
Parasitismo emparentados
de alguna temporada $ 72
——rs intraespecifico (2 machosy 2
% (49 hembras
(4 machos) L3 %% )

Figura 3.1: Relaciones genéticas dentro de los grupos cooperativos de Musico reportadas por
Ursino et al. (2017). Los valores indican el porcentaje de pichones (de un total de 153 pichones
genotipificados) que fueron asignados a: la pareja social (monogamia), fertilizaciones por fuera
de la pareja (paternidad extra-pareja), cuasiparasitismo y parasitismo. Entre paréntesis, el
porcentaje de nidos correspondiente (n = 47). Los individuos en color representan las
relaciones genéticas determinadas en forma directa, y los individuos en gris, las inferidas a
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partir de las relaciones de parentesco entre los pichones del nido (medio-hermanos por parte
de madre o padre, o no relacionados).

El uso de marcadores moleculares es clave en el estudio de la ecologia y
comportamiento animal. Hoy en dia los analisis genéticos son parte de un cambio de
paradigma donde la genémica se estd abriendo paso, lo cual se ve favorecido por la
creciente disponibilidad de recursos genomicos y métodos para amplificar maltiples
marcadores a la vez (i.e. multiplexing, Weinman et al. 2015, Aguillon et al. 2017,
Thrasher et al. 2018, Flanagan and Jones 2019). Actualmente, las técnicas genémicas
constituyen una herramienta cada vez mas difundida para abordar preguntas sobre la
biologia reproductiva y ecologia del comportamiento de especies silvestres (e.g.:
Cramer et al. 2011, Weinman et al. 2015, Thrasher et al. 2018, Flanagan y Jones
2019). En particular, se estan utilizando cada vez mas los polimorfismos de un Unico
nucleotido (SNPs por sus siglas en inglés) debido a que son faciles de cuantificar y
son menos costosos que los marcadores genéticos mas tradicionales, los

microsatélites (Jones et al. 2010).

El objetivo general de este capitulo es estudiar la organizacion social del
Musico a través del andlisis de las relaciones de parentesco dentro y entre los grupos
sociales. Los objetivos particulares son: 1) estudiar como estan compuestos los grupos
sociales, 2) evaluar si los ayudantes obtienen principalmente beneficios genéticos
indirectos (i.e. a través de la reproduccién de individuos emparentados) o directos (i.e.
a través del acceso a paternidad/maternidad dentro o fuera de su grupo social), 3)
estudiar si existe una estructuracion genética a fina escala en la poblacion, y 4)
determinar los patrones sexuales de dispersion. Si el sistema de cria cooperativa
presente en el Musico esta modelado principalmente por la seleccion por parentesco
se espera que los ayudantes sean en su mayoria parientes en primer grado de la
pareja reproductiva y las crias a las que asisten, y que no compartan la

maternidad/paternidad con la pareja dominante. Por el contrario, si la cria cooperativa
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en este sistema esta modelada principalmente por beneficios genéticos directos, se
espera que los ayudantes presenten bajo o nulo grado de parentesco con la pareja a
la que asisten y ganen paternidad/maternidad de las crias dentro del grupo social. Con
respecto al patron de dispersion, si los machos son el sexo filopétrico (i.e. el patron
tipico de las aves), se espera que el coeficiente de parentesco entre machos de
grupos sociales cercanos sea mayor, en promedio, que el coeficiente de parentesco
entre las hembras. Ademas, se espera que el grado de parentesco entre los machos
correlacione negativamente con la distancia geografica entre los grupos sociales a los

que pertenecen.

Métodos

Extraccion de ADN

Las muestras de sangre de adultos y pichones, colectadas siguiendo los
procedimientos descriptos en el Capitulo 2, fueron sometidas a un protocolo de
extraccion de ADN por isopropanol-NaCl modificado del procedimiento estandar
etanol-NaCl (Miller et al. 1988). Para verificar la presencia de ADN en el extracto se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 2% vy tincion de Gelred (Biotium 2013)
revelado con radiacion UV (Figura 3.2). El muestreo incluyé ademas 28 individuos que
fueron anillados con anterioridad a la temporada 2015-2016 y fueron observados
atendiendo nidos durante el presente estudio. En los casos en que estos individuos no
pudieron ser recapturados, se obtuvo ADN de muestras de sangre existentes (Ursino
et al. 2017). Dada la baja cantidad y calidad de ADN disponible en estas 28 muestras,

el material genético fue extraido mediante el kit Qiagen DNeasy para sangre y tejidos.
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Figura 3.2: Muestra de sangre en buffer de lisis (a) sometida al proceso de extraccién de ADN
(b, precipitado en circulo rojo). EI ADN extraido fue sembrado en un gel de agarosa, y la corrida
revelada por UV (c, calles 1-6 superior, 3-4 y 6 inferior muestran extracciones de ADN
exitosas).
Determinacién del sexo por métodos moleculares

La determinacién del sexo de los adultos se realiz6 mediante la amplificacién
del gen CHD (Chromo Helicase DNA Binding) mediante los primers 2550F y 2718R
(Fridolfsson y Ellegren 1999, Lee et al. 2010). Este gen se encuentra en los
cromosomas sexuales y difiere en el largo de sus intrones dependiendo de si se
encuentra en el cromosoma Z o W, lo que permite diferenciar machos y hembras (ZZ y
ZW respectivamente, Figura 3.3) (Griffiths et al. 1998, Fridolfsson y Ellegren 1999,
Ursino et al. 2017). Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en un volumen de 10
pl con 40 mM de MgCl,, 2 mM de dNTPs, 2 uM de cebador 2718R, 2 uM de cebador
2550F, 0,25 U/ul de polimerasa Taq (Sigma), 10-50 ng de ADN templado, 1 ul de
buffer para amplificacion (Sigma) y completado con agua libre de nucleasas. La
amplificacion inicié con 3 minutos de precalentado a 94°C. Continu6 con 41 ciclos de
30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de alineamiento a 40,5°C y 40
segundos de extension a 72°C. La elongacién final dur6 5 minutos a 72°C y los
productos de la amplificacion fueron revelados en gel de agarosa al 2% revelado con

Bromuro de Etidio (0,16 mg por gel).
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Figura 3.3 Foto del revelado de un gel con el producto de PCR del gen CDH presente en los
cromosomas sexuales Z y W. Las calles 2, 3, 5 y 6 muestran una sola banda correspondiente a
individuos machos (ZZ), mientras que las calles 1 y 4 donde se ve una doble banda
corresponden a hembras (ZW). La calle 7 revela el patron (ladder) utilizado, cuyo rango cubre
de 100 a 1000 pb.
Protocolo ddRAD y secuenciado

El protocolo de ddRAD (double digest restriction-site associated DNA) y
procesado informético para la obtencién de SNPs sigui6 los lineamientos de Peterson
et al. (2013) con las modificaciones de Thrasher et al. (2018). La concentracién de
ADN presente en los extractos fue determinada mediante fluorometro y kit de ensayos
Qubit dsDNA BR (ThermoFisher Scientific). Las muestras fueron reconcentradas o
diluidas a 8-50 ng/ul, segun correspondiera, utilizando 100-500 ng de ADN por
muestra y agrupadas de a 20 a modo de que la concentracion de ADN sea lo mas
similar posible (Thrasher et al. 2018). Posteriormente, fueron tratadas con las enzimas
de restriccion Sbfl-HF (NEB, R3642L) y Mspl (NEB, R0106). En primer instancia se
incorporé un adaptador P1 diferente a cada muestra de los grupos previamente
armados (20 barcodes diferentes) y a cada grupo se le asign6é un indice (Index)
diferente y un adaptador P2-Mspl mediante una ligasa T4. El adaptador P1 se uni6 al
extremo 5’ del sitio de corte y su barcode permitié su identificacion en el procesado
bioinformatico y el adaptador P2 al extremo 3’ y permitié que sélo los fragmentos con

doble sitio de corte sean amplificados posteriormente.
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Figura 3.4: Resultado de la digestién del ADN con las enzimas de restriccion durante el
protocolo ddRAD. En las calles impares se observan las muestras no digeridas (bandas
discretas) y en las pares, el resultado de la digestion (bandas chorreadas). La Ultima calle de la

derecha corresponde al tamafio de bandas, que cubre un rango de 100 a 1000 kpb.

Luego de la digestion (Figura 3.4) y ligado de adaptadores las muestras fueron
agrupadas dentro de cada indice y se sigui6 un proceso de purificacion mediante
Ampure-beads de elaboracion propia eliminando sobrantes de la digestion enzimatica
(Rohland y Reich 2012) y se determiné la concentracion final mediante ensayos Qubit
dsDNA BR (ThermoFisher Scientific). Las regiones con doble sitio de corte tienen un
tamafio variable, por lo que fueron sometidas a un proceso de seleccion por tamafio
mediante Bluepippin (Sage Science) para filtrar las que tuvieron entre 400 y 700 pb.
Este procedimiento fue realizado en el Centro de Recursos Biotecnolégicos (BRC) de
la Universidad de Cornell y se estim6 la concentracibn de ADN de cada indice
mediante un ensayo de Qubit dsDNA BR (ThermoFisher Scientific). Los fragmentos
del tamafio seleccionado correspondientes a cada grupo fueron amplificados con un
cebador por indice (12 en total) a un volumen de 25 pl. Cada amplificacion se realizo
por triplicado incorporando 10 pl de ADN (~10 ng) de cada indice purificado, 12,5 pl
de buffer Phusion Master Mix (Phusion High-Fidelity PCR Master Mix), 1,25 pl de
cebador P1 y 1,25 ul de cebador Index (uno para cada indice). El programa de
amplificacién inicié con un precalentado a 98°C por 30 segundos. Continué con 11
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ciclos de desnaturalizacibn a 98°C por 5 segundos, alineamiento a 60°C por 25
segundos y extension a 72°C por 10 segundos. La elongacion final fue a 72°C por 5
minutos. Finalizada la amplificacion las tres réplicas fueron combinadas y se corroboré
el éxito de la misma en un gel de agarosa (Figura 3.5). Luego se realiz6 una
purificacion final mediante Ampure-beads y se estim6 la concentracion de ADN
mediante un ensayo de Qubit dsDNA BR (ThermoFisher Scientific). Finalmente 4 pl de
cada indice purificado fueron enviados al BRC para estimar el tamafio promedio de los
fragmentos y asi segun la concentracion de cada indice llevar a 2 nM la cantidad total
de ADN por indice. Estos fueron agrupados en un mismo tubo el cual se envi6 a un

secuenciador lllumina HISEQ 2500 (largo de corrida 100 pb).

Figura 3.5: Amplificacion de los fragmentos generados por accion de las enzimas de
restricciéon de cada barcode (calles 1-12) luego de la seleccién por tamafio con Bluepippin. La
calle 13 revela el patrén (ladder) utilizado (100 — 1000 pb).

Procesamiento bioinformatico de las secuencias

Una vez obtenidas las lecturas de las secuencias, estas fueron sometidas a un
proceso de filtrado de calidad usando el programa FastQC version 0.11.5
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) con los parametros descriptos en
Thrasher et al. (2018), y cortadas a 97 pb mediante el comando FastQC-trimmer

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/), con el fin de eliminar extremos 3’ defectuosos

(i.e. donde liga el adaptador). El proceso de filtrado continud hasta descartar todas las

lecturas que contuvieran al menos una base con un puntaje Phred quality menor a 10
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y/lo presentaran un valor de Phred quality menor a 20. El ensamblado de las
secuencias ya filtradas se realiz6 mediante el programa Stacks 2.4 (Catchen et al.
2013). Mediante el modulo process_radtags se clasificaron las lecturas segun sus
barcodes (demultiplexing), generando archivos con secuencias que fueron asignadas
a cada individuo. Al no contar con la secuencia completa del genoma del Musico o
algun pariente cercano, el ensamble y alineado de secuencias se realiz6 mediante el
mdédulo denovo_map_pl. Para ello ese ajusté un parametro de profundidad (m) de 10,
gue implica que debe haber como minimo 10 lecturas idénticas para considerar un
alelo nuevo. Se consideraron hasta 4 inconsistencias por locus entre individuos

heterocigotas (M) y 4 inconsistencias entre dos alelos de la poblacion (n).

Generacion de SNPs

Se secuenciaron con éxito 170 individuos (71 pichones y 99 adultos)
obteniendo lecturas entre 24,94x a 70,86x y se ejecutd el modulo populations del
procedimiento Stacks, mediante el cual las secuencias fueron filtradas y se eliminaron
sitios nucleotidicos no informativos. Se ajustoé el comando —r a 0,80 para seleccionar
los loci presentes en al menos el 80% de los individuos secuenciados. Para evitar
incluir SNPs que se encuentren en desequilibrio de ligamiento se conservé uno solo
por locus (el primero en ser secuenciado diferenciado) mediante el comando —
write_single_snp. La relacién de frecuencias alélicas fue ajustada usando el comando
min_maf. Con él se generaron dos subconjuntos de datos con una frecuencia alélica
minima de 0,05 y 0,1 restringiendo el namero de heterocigotas que pudieran
secuenciarse por error. Por ultimo, los genotipos fueron exportados en formato .vcf
(Variant Call Format) y .genepop, los reconocidos por los programas para analisis de
parentesco posteriormente utilizados. El primer subconjunto (frecuencia alélica minima
= 0,05) gener6é 523 SNPs informativos con una heterocigosidad esperada media
general de 0,27 y un contenido de informacion polimorfico medio (Polymorphic

Information Content o PIC) de 0,22. El segundo subconjunto (frecuencia alélica minima
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= 0,1) gener6 356 SNPs con una heterocigocidad esperada media de 0,35 y un PIC

medio de 0,28.

Determinacion de patrones de parentesco

A partir de los genotipos de los individuos de cada grupo social se estimaron
las relaciones de parentesco calculando el coeficiente IBD (Identy by descent). Este
coeficiente es una medida continua de la similitud genética relativa entre dos
individuos respecto a dos individuos tomados al azar de una poblacion de referencia
gue expresa la proporcion de alelos idénticos compartidos en promedio por
descendencia directa. Los genotipos también fueron utilizados para asignar la
paternidad de la pareja social y de los ayudantes a los pichones de la nidada,
estimando el parentesco entre los padres putativos y pichones por un lado, y entre
pichones de una misma nidada por otro. Para ello se analizaron los genotipos en
formato .vcf mediante la funcién snpgdsIBDMLE del paquete SNPRelate (Zheng 2013)
mediante software estadistico R 3.6.1 (R Core Team 2017). El coeficiente IBD (ldentity
by descent) construido es proporcional al coeficiente de parentesco r (Queller and
Goodnight 1989, Zheng 2013, Doren et al. 2019). Para descartar loci en desequilibrio
se filtraron medante el comando maf ajustando la frecuencia alélica minima a 0,2. Para
evitar estimar parentescos irrelevantes al incroporar por error pichones parasitos las
secuencias fueron procesadas con un analisis de componentes principales mediante el
comando snpgdsPCA (Zheng 2013). Los parentescos estimados fueron puestos a
prueba utilizando el cociente de verosimilitudes mediante el comando
snpgdsIBDMLELogLik (Zheng 2013). Las mismas comparaciones fueron realizadas
mediante el programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006) sobre los genotipos en
formato .genepop mediante el método de maxima verosimilitud, el cual clasifica todas
las comparaciones realizadas en las categorias “parental-hijo”, “hermanos completos”,
“‘medio hermanos” (parientes de segundo grado) y “sin parentesco”. La presencia de

muchos loci con bajo polimorfismo redujo la resolucién de esta Ultima prueba y en
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pocos casos se pudo diferenciar entre las categorias “hermanos completos” vy

“parental-hijo”.

Estructuraciéon genética a fina escala

Para estudiar la existencia de estructuracion genética a fina escala y los
patrones sexuales de dispersion, se realiz6 un andlisis de autocorrelacion espacial
(Smouse y Peakall 1999). Mediante la funcién ecomalecot del paquete EcoGenetics
(Roser et al. 2017) se analiz6 el patrén espacial de los genotipos obtenidos (previa
transformacion de formato genepop a ecogen mediante el comando genpop2ecogen),
correlacionando la distancia genética (estimada en la seccion anterior) y la distancia
geografica (coordenadas UTM) entre los adultos muestreados, separando el analisis
por sexo. Los patrones de parentesco fueron analizados en categorias crecientes de
distancias que contengan al menos dos individuos para comparar corrigiendo las
multiples comparaciones por Bonferronni secuencial (Holm 1979). Para visualizar los
correlogramas se usé el comando eco.plotCorrelog con el cual se construy6
generando categorias de distancia crecientes en las que existen al menos dos puntos
que comparar. Se analiz6 el patrén de la campafa 2017-2018, donde mas ayudantes

fueron capturados y mayor distancia entre los grupos sociales genotipificados.

Resultados

Muestra general y sexo de los ayudantes

Se trabajé con 27 nidadas de las cuales 14 reclutaron ayudantes. En la mayoria
de los casos sélo fue un ayudante salvo un nido donde se capturaron dos y otros dos
nidos donde se capturaron 3 ayudantes. Se logré determinar el sexo de 21 ayudantes,
de los cuales 19 (90%) fueron machos. Las muestras correspondientes a los

individuos asignados como hembras reproductivas en base a la presencia de parche
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de incubacién dieron como resultado dos bandas en la amplificacién del gen CHD, lo

que permitid validar las determinaciones a campo.

Relaciones de parentesco dentro de la nidada

Se pudo estimar el grado de parentesco entre los pichones en 28 nidadas, de las
cuales 18 tuvieron 3-4 pichones y 9 tuvieron 1-2 pichones (Tabla Anexo 3.1).
Considerando los nidos con 3-4 pichones, en 13 estos fueron hermanos completos
entre si e hijos de ambos padres sociales, indicando monogamia genética de la pareja
reproductora. En 2 nidos hubo 1 pichén clasificado como medio hermano del resto de
la nidada. Presentaron un parentesco de primer grado (IBD > 0,38) con la hembra
social pero no presentaron parentesco con el macho reproductor, por lo que fueron
clasificados como eventos de paternidad por fuera de la pareja (PFP). (Tabla Anexo
3.1). El tercer nido es un caso dudoso porque el analisis asigné un pichbn como
medio-hermano pero, al mismo tiempo, indicé un parentesco de primer orden entre los
pichones y la pareja reproductiva (Nido N35_2015, Anexo Tabla 3.1). Por altimo, hubo
un nido donde uno de los pichones no estuvo emparentado con la pareja reproductiva
o con los demas pichones de la nidada y fue clasificado como un caso de parasitismo

intraespecifico (Tabla Anexo 3.1).

Si se consideran todas las nidadas, incluyendo las que tuvieron 1-2 pichones,
18 nidos tuvieron hermanos completos, 5 tuvieron al menos 1 pichén producto de PFP
(i.e. parentesco con la hembra reproductora pero no con el macho social) y 3 tuvieron
parasitismo intraespecifico (i.e. pichones no emparentados con la pareja reproductiva).
Entre estos dltimos, hubo un nido donde sé6lo nacieron 2 pichones, de los cuales uno
fue clasificado como un caso de parasitismo intraespecifico, y el otro como cuasi-
parasitismo (i.e. parentesco con el macho reproductor pero no con la hembra social,

Anexo Tabla 3.1). Se registr6 también un caso donde no se logré capturar a la
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hembra, s6lo nacié un Mdsico y éste no presentd parentesco con macho reproductor ni

ayudante.

Relaciones de parentesco entre ayudantes y pareja reproductiva

El parentesco entre los adultos del grupo social se analiz6 usando 14 nidos en
los cuales se pudo genotipificar a los ayudantes y a la pareja reproductiva (n = 12), a
todos los adultos menos a la hembra reproductora (n = 2) o a la hembra reproductora y
a la ayudante hembra. En estos nidos hubo un total de 16 ayudantes (14 machos y 2
hembras). Una de las ayudantes hembra asisti6 en dos nidos distintos y hubo tres
nidos que contaron con 2 ayudantes. En 10 nidos con un total de 11 ayudantes macho
se determind que estos estuvieron emparentados con al menos un miembro de la
pareja reproductiva (Figura 3.6; Anexo Tabla 2). En 3 de esos 10 nidos (dos con dos
ayudantes y uno con uno) los ayudantes fueron asignados como hijos de la pareja
reproductiva ya que presentaron parentesco de primer orden con ambos (no se
registré parentesco entre miembros de la pareja), mientras que en los otros 7 (cada
uno con un ayudante), los ayudantes mostraron parentesco de primer o segundo
grado s6lo con el macho reproductor. En ningln caso se observo que un ayudante
estuviera emparentado sélo con la hembra reproductora. Los dos ayudantes machos
restantes no presentaron parentesco con ninguno de los miembros de la pareja

reproductiva, al igual que las dos ayudantes hembras.
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Figura 3.6: Coeficientes de parentesco (IBD) estimados entre los ayudantes de cada sexo (AM
= ayudante macho, n = 19, AH = ayudante hembra, n = 2) y los miembros de la pareja a la que
asistieron (HR = hembra reproductora, MR = macho reproductor). Las lineas punteadas
corresponden a los valores estimados para parientes de primer orden (r = 0,5) y segundo orden
(r = 0,25). El gréfico incluye las comparaciones AM vs HR para los ayudantes cuya condicion
fue resuelta al estimar parentesco con los pichones. Aqui (y en los graficos de cajas
subsiguientes de la tesis, GraphPad Prism versién 6.00) la linea horizontal de las cajas

corresponde a la mediana, las cajas el rango intercuartilico y los whiskers los valores extremos.

Parentesco entre ayudantes y pichones

El parentesco entre los ayudantes y las nidadas a las que asistieron se analiz6
usando 14 nidos donde se pudo genotipificar tanto a los ayudantes, al menos un
parental y pichones (Figura 3.7). En 5 nidos se estim6 un parentesco de segundo
grado (IBD = 0,25), equivalente a una relacion de medio-hermanos, en 2 nidos se
estimoé un parentesco de primer grado (IBD = 0,5), equivalente a hermanos completos
(ML-Relate asigné a la pareja reproductiva como parentales), y en los 7 nidos
restantes no se detectd parentesco entre los pichones de la nidada y los ayudantes
(en uno de esos casos el ayudante presentd parentesco de segundo grado con el
macho reproductor). Cabe sefialar el caso de un ayudante que no estuvo emparentado
con la pareja reproductora ni con los pichones del nido, pero presenté parentesco de
primer grado (IBD = 0,5) con un pichén nacido en otro nido que estuvo activo mas

tempranamente en esa temporada reproductiva. En los nidos que tuvieron paternidad
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por fuera de la pareja y ayudantes (n = 5), estos no fueron los padres genéticos de las
crias extra-pareja ya que no se registré parentesco entre ellos. Por otro lado, realizé la
misma comparacién para 5 nidos en los que no se tenia certeza de haber capturado al
macho social o al ayudante. En dos casos no se registrd parentesco con los pichones
(ni con la hembra reproductora), determinando al individuo como ayudante no
emparentado, mientras que en los otros 3 se estimd un parentesco de segundo grado
con los pichones (nulo con la hembra), indicando parentesco de primer orden con el

macho reproductor. Esta informacién fue incluida en las figuras 3.6 y 3.7.

0.2

IBD ayudante-crias

0.0 T
Con parentesco Sin parentesco

Relacion entre ayudante y pareja reproductora

Figura 3.7: Coeficiente de parentesco (IBD) estimado entre los ayudantes y los pichones de los
nidos asistidos, segun la relacién entre los primeros y la pareja reproductora (emparentados: n
= 10 nidos, no emparentados: n = 8 nidos). Las lineas punteadas corresponden a los valores
estimados para parientes de primer y segundo orden. En el grafico se incluyen también los 5

ayudantes cuya relacion con la pareja reproductora fue estimada de manera indirecta.

Autocorrelacién espacial

Dado que se separaron los datos por sexo y temporada los correlogramas
admitieron entre 8 y 10 clases de distancia. No se encontraron evidencias de
estructuracion genética a fina escala en la poblaciéon. El andlisis de las distancias

genéticas y geogréficas no mostré un patron claro para ninguno de los sexos y las

44



Juan Manuel Rojas Ripari 3.0rganizacién social

estimaciones no se separan de manera significativa de lo esperado por azar (Figura

3.8).
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Figura 3.8: Correlogramas para machos (a, n=27) y hembras (b, n=14) adultos en la
temporada 2017-2018. El eje x indica el radio del circulo analizado mientras que el eje y
representa el promedio de parentesco estimado para cada categoria de distancia y el
sombreado rojo corresponde a la banda de error correspondiente para cada intervalo de

distancia.
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Discusioén

Los resultados de este Capitulo corroboran algunas observaciones previas y
aportan nueva informacion acerca de la organizacién social de los Musicos. Los
analisis mostraron que los ayudantes son mayoritariamente machos, en coincidencia
con reportes previos (Fraga 1991, Ursino et al. 2017). Esto era esperable teniendo en
cuenta que, en la mayoria de los sistemas de cria cooperativa estudiados, el sexo de
los ayudantes esta sesgado hacia los machos (Dickinson et al. 1996, Brussaard et al.
1997, Cockburn 1998, Russell and Hatchwell 2001). También en linea con estudios
previos, se encontr6 que los machos que ayudan en el nido suelen estar
emparentados con los individuos a los que asisten (Fraga 1991, Ursino et al. 2017).
Sin embargo, a diferencia de lo observado por Ursino et al. (2017), en esta tesis se
encontré que los ayudantes fueron tanto hijos de temporadas anteriores de la pareja
reproductora como parientes en primer grado (posiblemente hijos) sélo del macho
reproductor. Este patron podria generarse a partir de la filopatria natal de los juveniles
machos, que permanecen en el grupo social ante un eventual recambio de la hembra
reproductora (Dickinson 1996, Hatchwell et al. 2000, Cockburn 2003, Ridley 2016), o
también podria surgir si los potenciales ayudantes macho se reclutan
preferencialmente en nidos de otros machos emparentados a posteriori de dispersar

(Hatchwell et al. 2001, Baglione et al. 2003).

El andlisis del parentesco entre los adultos y las crias mostr6 también que los
ayudantes no obtienen paternidad/maternidad dentro del grupo al que asisten. Pese a
que la paternidad por fuera de la pareja no fue infrecuente en este estudio (~30% de
los nidos tuvieron al menos un pichdn extra-pareja), solo uno de los pichones extra-
pareja fue hijo de un ayudante capturado casi dos meses después y a unos 700 m del
sitio donde nacié ese pichon. Estos resultados indican que la reproduccién en los

nidos de Mdusico esta fuertemente sesgada hacia la pareja reproductora y que la
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obtencion de beneficios genéticos directos no cumpliria un papel importante en
favorecer la cria cooperativa. Por el contrario, este escenario es consistente con la
hipétesis de que la cria cooperativa en el Masico esta modelada principalmente por la
selecciéon por parentesco. Sin embargo, no es posible descartar que los ayudantes
estén obteniendo otros beneficios directos no reproductivos, tales como beneficios
derivados de la vida en grupo o del acceso a recursos dentro del territorio (Woolfenden
y Fitzpatrick 1984, Stacey y Ligon 1991, Koenig et al. 1992). Distinguir entre estas
alternativas no es sencillo, pero resulta necesario para dar respuesta a la pregunta de
por qué ayudan los ayudantes. Seria muy util en el futuro realizar estudios que
permitan cuantificar la ganancia en fitness inclusivo de los ayudantes y evaluar si la
ayuda en si permite obtener beneficios directos (no reproductivos), por ejemplo
comparando la supervivencia de ayudantes que muestran distintos niveles de
contribucidn, controlando por el tamafio de grupo y calidad del territorio (Dickinson y

Hatchwell 2004, Cockburn et al. 2016)

La obtencién de beneficios directos no genéticos permitiria explicar también la
presencia ocasional en los nidos de Musico de ayudantes no emparentados con la
pareja reproductora (3 de 14 ayudantes machos y 2 de 2 hembras en este estudio).
Ademas de los mencionados mas arriba, los individuos no emparentados podrian estar
obteniendo experiencia para su propia reproduccion (Skutch 1961) o mejorando sus
perspectivas de acceder a un territorio o pareja reproductiva en el futuro (Woolfenden
y Fitzpatrick 1984, Piper y Slater 1993, Ribeiro et al. 2012). Alternativamente, la ayuda
en el nido podria ser un “pago de renta” que estos individuos deben afrontar para ser
tolerados en el territorio (Mulder y Langmore 1993). La idea que subyace a esta
hipdtesis es que la ayuda entre individuos no emparentados puede ser el “menos malo
de los escenarios” si intentar dispersar y reproducirse de manera independiente resulta
demasiado costoso en términos de supervivencia. Otra posibilidad que sugieren los
resultados es que los ayudantes machos no emparentados sean en realidad hijos
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sociales pero no genéticos de la pareja reproductiva a la que asisten. El hecho de que
exista ocasional parasitismo intraespecifico o cuasi-parasitismo en los nidos de Musico
(Ursino et al. 2017, este Capitulo) puede conducir a una situacion en la que juveniles
macho extra-pareja permanecen en el territorio natal asistiendo a individuos que son
parientes sociales pero no genéticos. Seria interesante poder contar con una mayor
proporcion de individuos marcados en la poblacién y seguir a los grupos familiares

durante mas de una temporada reproductiva para evaluar esta idea.

Un interrogante particular que queda sin resolver es el rol que juegan las
ayudantes hembras en la organizacion social. En sistemas donde existen hembras
“subordinadas”, estas suelen copular con el macho dominante en un ambiente de
cuasi-parasitismo o de nidada comunal (Richardson et al. 2002, Riehl 2017). Las dos
hembras ayudantes capturadas no mostraron maternidad dentro del nido asistido, pero
no puede descartarse que obtengan algun tipo de beneficio genético directo de su
ayuda si se tiene en cuenta que hay registros ocasionales de cuasi-parasitismo y
parasitismo intra-especifico en los nidos de Musico (Ursino et al. 2017, esta tesis).
Estos resultados hacen necesario indagar ain mas en el comportamiento de estas
hembras para entender por qué permanecen como ayudantes en lugar de reproducirse
de manera independiente, cuanto contribuyen al cuidado parental y qué beneficios

obtienen (Richardson et al. 2001, Riehl 2013, Koenig et al 2016).

Contrariamente a lo esperado, el analisis de auto-correlacion espacial no mostro
estructuracion genética a fina escala para ninguno de los sexos. Esto puede deberse
tanto a cuestiones biol6gicas como metodologicas. Por un lado, los individuos
capturados y anillados en este trabajo rara vez fueron re-avistados en los mismos
territorios en afos consecutivos. Esta territorialidad “flexible” que sugiere la
observacion a campo dificulta la estimacion de distancias de dispersion y podria estar

inhibiendo la formacion de patrones. Incluso si la dispersion natal esta sesgada a uno
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de los sexos, es posible que no se puedan detectar patrones claros si los individuos se
desplazan més alla de una cierta distancia luego de dejar el nido (Nelson-Flower y
Ridley 2015, Riehl 2017). Los datos presentados aqui contrastan con estudios
anteriores que han reportado la dispersion de juveniles de Musico a corta distancia del
territorio natal y una gran fidelidad al sitio de nidificacion (Fraga 1988, 1991). La
discrepancia podria deberse a diferencias entre los sitios de estudio en las
caracteristicas del ambiente y la disponibilidad de sitios de nidificacién, que pueden
condicionar la organizacién social a través de la incidencia en los costos de la
dispersién natal. A nivel metodologico, el analisis fue realizado con pocos puntos por
afo, lo que limita las categorias de distancia que pueden ser utilizadas. La menor
categoria generada por el andlisis fue de 0-400 m, lo cual excede largamente la
distancia de dispersion reportada previamente para el Musico, de alrededor de 100 m
(Fraga 1991). Otra consecuencia del reducido tamafio muestral es que la potencia del
andlisis haya sido insuficiente para detectar la estructura genética subyacente y
diferencias sexuales en la distancia de dispersion. Algunas observaciones a campo
sugieren que este podria ser el caso. Por ejemplo, en cuatro casos donde fue posible
registrar la transicion a reproductor en un ayudante macho, la distancia que separé el
nido asistido del nido propio fue de unos 250 m, mientras que en dos casos de
hembras juveniles que fueron observadas en su primer evento reproductivo, la
distancia entre el nido propio y aquel donde nacieron fue de 400 y 700 m. Aunque
anecdoticas, estas observaciones son consistentes con un patrén de dispersion natal
sesgado al sexo femenino. Incrementar el tamafio muestral para realizar analisis mas
robustos permitird determinar si hay una estructuracién genética a fina escala (i.e.
“vecindario de parientes”) y diferencias sexuales en la dispersién, y como estas inciden
en la organizacion social de los Musicos. En particular seria importante establecer si la
ayuda en grupos familiares surge pasivamente como resultado de una poblacion

viscosa 0 si los potenciales ayudantes eligen activamente asistir a sus familiares
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directos (Covas and Griesser 2007, Hatchwell 2010). Esta ultima opcion requiere la
existencia de un sistema de reconocimiento del parentesco social en base a sefiales

visuales 0 acusticas, algo que aun no ha sido investigado en esta especie.
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Anexos

PFP= paternidad fuera de la pareja).

Tabla Anexo 3.1: Relaciones de parentesco intra-nidada estimadas a partir de SNPRelate y
ML-Relate (M genética = Monogamia genética, HC = hermanos completos, MH = medio

hermanos, SP= sin parentesco, CP = cuasi parasitismo, PIE = parasitismo intraespecifico,

Clasificaci6

Nido PFP Relacion n Tamafio nidada Parentales
N28_2015 - M genética 1 Ambos
N6_2016 HC M genética 1 Ambos
N1_2017 1 SP Ewiioas[ 1 Macho rep
N2_2016 1 HC PFP 2 Ambos
M42_2016 0 HC M genética 2 Ambos
N20_2015 2 SP 1CP1PIE 2 Ambos
N59_2017 0 HC M genética 2 Ninguno
N5_2017 1 MH PFP 2 Ninguno
N3_2016 1 SP PIE 2 Ambos
N24_2015 0 HC M genética 3 Ambos
M35_2016 1 HC PFP * 3 Hembra rep
M42_2015 0 HC M genética 3 Ambos
N11_2016 0 HC M genética 3 Ambos
N15_2016 0 HC M genética 3 Ambos
N23_2015 0 HC M genética 3 Ambos
N26_2017 1 1MH PFP 3 Macho rep
N30_2016 0 HC M genética 3 Hembra rep
N40_2015 1 1MH PFP 3 Ninguno
N49_2016 1 1SP 1PIE 3 Hembra rep
N52_2017 1 1MH PFP 3 Hembra rep
N53_2017 0 HC M genética 3 Hembra rep
N64_2017 0 HC M genética 3 Hembra rep
N8_2015 0 HC M genética 3 Hembra rep
N46_2015 0 HC M genética 4 Hembra rep
N33_2015 0 HC M genética 4 Ninguno
N35_2015 1 1MH M genética 4 Ambos
N35_2016 0 HC M genética 4 Hembra rep
N35_2017 0 HC M genética 2 Ambos

*Los machos adultos fueron muestreados pero no presentaron parentesco con los pichones
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Tabla Anexo 3.2: Relaciones de parentesco estimado a partir de SNPRelate y ML-Relate (SP=
sin parentesco, MH = medio hermano, HC = hermano completo, PC = parental-cria) entre
ayudantes (H) y miembros de la pareja reproductiva (MR=macho reproductor, HR= hembra

reproductora) genotipificados.

Nido Compara | 5 LogLik | ML-Relate
cion

M35 2016 | H_ HR | 0,025 1 SP
M35 2016 | H_ MR | 0,056 1 sp
N15 2016 | H_HR | 0,495 0,794 PC
N24 2015 | H MR | 0,569 0,231 HC
N24_2015 | H HR | 0,007 1 SP
N26 2017 | H MR | 0,429 0,048 HC
N28 2015 | H MR | 0,444 0,12 HC
N28_2015 | H HR | 0,514 1 PC
N28 2015 | H MR | 0,470 0,707 PH
N28_2015 | H_HR | 0,518 0,02 HC
N35 2015 | H MR | 0,386 0,238 MH
N35 2015 | H_HR 0 0,956 sp
N35 2016 | H_HR 0 1 SP
N35 2017 | H MR | 0,473 0,012 HC
N35 2017 | H_HR | 0,055 0,786 sp
N43 2017 | H_HR | 0,065 0,042 sp
N43_2017 | H MR | 0,497 0,149 HC
N44 2017 | H HR | 0,438 0,069 HC
N44 2017 | H_HR | 0,392 0,089 HC
N44_2017 | H_MR | 0,420 0,043 HC
N44 2017 | H HR | 0,471 0,003 HC
N44_2017 | H MR | 0,511 0,030 HC
N44 2017 | H HR | 0,416 0,209 HC
N49 2016 | H_HR 0 0,388 sp
N52_2017 | H_HR | 0,085 0,095 sp
N64 2017 | H_HR | 0,045 0,458 Sp
N4 2016 | H MR | =05 - HC /PC*
N4 2016 | H_HR ~0,5* - HC /PC*
N14_2015 | H MR | 0,194 0,247 MH
N14 2015 | H HR | 0,042 1 sp
N1 2017 | H MR | 0,116 Sp
N2_2016 | H_MR 0 0,628 sp
N2 2016 | H_HR 0 0,987 sp
N3 2016 | H MR | 0,118 0,864 sp

N3 201 | H_HR 0 1 sp
N46_2015 | H_HR 0 0,675 sp
N46_2015 | H_HR 0,06 0,429 sp

*Parentesco estimado por pedigri. Incluye las comparaciones de los ayudantes determinados luego de la
estimacion de parentesco con pichones.
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Tabla Anexo 3.3: Relaciones de parentesco estimado a partir de SNPRelate y ML-Relate (SP= sin

parentesco, MH = medio hermano, HC = hermano completo) entre ayudantes y los respectivos pichones

asistidos genotipados con éxito. Los * indican estimaciones generadas a partir de familiares cercanos.

Nido Ayudante | Pichoén IBD ML-Relate
N35_2015 2317 7146 0,332 0,127 MH
N35_2015 2317 7147 0,068 0,335 SP
N35_2015 2317 7148 0,068 1 SP
N35_2015 2317 7149 0,080 0,620 SP
M35_2016 7347 7361 0,048 1 SP
M35_2016 7347 7362 0,022 0,442 SP
M35_2016 7347 7363 0,090 0,162 SP
N43_2017 5611 5621 0,174 0,057 MH
N43_2017 5611 5622 0,222 0,711 MH
N43_2017 5611 5623 0,224 0,064 MH
N35_2017 2327 7686 0,221 0,460 MH
N35_2017 2327 7687 0,169 0,387 MH
N28_2015 7113 7117 0,562 0,679 HC
N28_2015 7112 7117 0,449 0,263 HC
N15_2016 7127 7351d 0,317 0,241 MH
N15_ 2016 7127 7352 0,187 0,027 MH
N15_2016 7127 7353 0,245 0,834 MH
N35_2016 7380 7477 0,033 0,455 SP
N35_2016 7380 7478 0,102 0,898 SP
N35_2016 7380 7376 0,037 1 SP
N49_2016 7364 7490 0,017 1 SP
N49_2016 7364 7491 0,103 0,193 SP
N49 2016 7364 7492 0,181 0,954 MH
N26_2017 3856 7654 0,255 0,204 MH
N26_2017 3856 7655 0 1 SP
N26_2017 3856 7656 0,189 0,448 MH
N52_2017 323K 7693 0,211 0,876 MH
N52_2017 323K 7692 0,022 0,45 SP
N52_2017 323K 7695 0,046 0,097 SP
N64_2017 5620 5625 0,095 0,445 SP
N64_2017 5620 5626 0,092 0,783 SP
N64_2017 5620 5627 0,087 0,740 SP
N24_2015 7124 7121 0,460 0,104 MH
N24_2015 7124 7118 0,321 0,376 MH

N4_2016 7141 7331 0,401* - HC*

N4_2016 7141 7332 0,49* - HC*

N46_2015 7175 7174 0,060 0,934 SP

N46_2015 7175 7171 0,068 0,973 SP
Continda en la siguiente pagna
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Continda de la pagina anterior
N46_2015 7175 7173 0,111 0,408 SP
N46_2015 7175 7172 0,210* 0,088 MH*
N46_2015 7028 7174 0,044 0,613 SP
N46_2015 7028 7171 0,051 0,584 SP
N46_2015 7028 7173 0,084 0,784 SP
N46_2015 7028 7172 0,156 0,926 SP
N2_2016 7325 7334 0,005 1 SP
N2_2016 7325 7335 0 1 SP
N3_2016 7325 7342 0,001 1 SP
N14_2015 7155 7162 0 0,825 SP
N1_2017 7103 7651 0,001 1 SP

*En este nido los pichones eran hermanos completos.
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Capitulo 4.

Rol de los ayudantes en el
aprovisionamiento de nidos con
parasitismo de Tordo Pico Corto

Introduccion

El cuidado parental implica costos para los individuos reproductores, quienes
disponen de recursos limitados para asignar a su progenie y a su propia supervivencia.
De acuerdo con la teoria de historias de vida, es de esperar que los padres ajusten su
nivel de esfuerzo de modo tal de optimizar el balance entre invertir en reproduccion
actual y futura (Linden y Mgller 1989, Stearns 1992, Santos y Nakagawa 2012). En las
especies con cria cooperativa, los ayudantes podrian afectar dicho balance si,
mediante su contribuciébn al aprovisionamiento de las crias, permiten a los
reproductores incrementar su éxito reproductivo actual (Rabenold 1984, Mumme 1992,
Woxvold y Magrath 2005, Doerr and Doerr 2007, Canestrari et al. 2009, Preston et al.
2016) y/o mejorar sus perspectivas de supervivencia y reproduccion futura (Brown

1978, Crick 1992, Khan y Walters 2002, Hatchwell 2004, Kingma et al. 2010).

La cuestiéon de cuénto invierten los ayudantes en el cuidado de las crias y el
efecto de su ayuda sobre la inversion parental ha sido investigada tanto a nivel teérico
(e.g. Hatchwell 1999, Heinsohn 2004, Johnstone 2011) como empirico (e.g. Wright y
Dingemanse 1999, Legge 2000, Russell et al. 2007, Koenig y Walters 2011, 2012,
Paquet et al. 2015). La informacion disponible indica que la contribucion que realizan
los ayudantes puede variar notablemente no sélo entre especies, sino incluso dentro
de un mismo grupo social. Se reportaron ejemplos como el clasico trabajo del Martin
Pescador Pio (Ceryle rudis) donde los ayudantes secundarios realizan un aporte casi

nulo (Reyer 1980), o el de la Corneja (C. corone corone) donde hay ayudantes que se
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involucran en el cuidado cuando los parentales no logran cubrir la demanda del nido
(Baglione et al. 2010). En contraparte, en el sistema del Mielero Chillon (Manorina
melanocephala) los ayudantes contribuyen a la alimentacién de las crias al mismo
nivel que uno o ambos reproductores (Wright et al. 1999). De todas maneras el patron
mas comun es que los ayudantes contribuyan menos que la pareja reproductiva
(Mumme 1992, Legge 2000, Canestrari et al. 2005). Dentro de una misma especie,
puede haber variacion en la contribucion que realizan los ayudantes, por ejemplo
segun el sexo, edad y/o grado de parentesco con los receptores de la ayuda (Komdeur
1994, Canestrari et al. 2005, Kingma et al. 2010). Esta variacién tanto inter como intra-
especifica aun dista de ser totalmente entendida, pero ha sido interpretada de modo
general en base a diferentes balances entre los beneficios genéticos del cuidado
aloparental para los ayudantes y los costos en términos de reduccién de supervivencia

y pérdida de fecundidad futura (Heinsohn 2004).

Por su parte, los individuos reproductores pueden responder de distintas
maneras ante la presencia de ayudantes (Hatchwell 1999, Heinsohn 2004). Una
opcion es que los reproductores compensen la ayuda reduciendo su contribucién al
aprovisionamiento del nido, un efecto que se conoce como “alivianar la carga” o load-
lightening (Brown 1978, Johnstone et al 2011, Koenig et al. 2010, Kingma et al. 2010).
En el otro extremo, los reproductores pueden mantener su nivel de esfuerzo, lo que
lleva a que la contribucién de los ayudantes tenga un efecto aditivo sobre la entrega de
alimento (Emlen y Wrege 1991, Boheemen et al. 2019). Hatchwell (1999) analiz6 bajo
gué condiciones los reproductores adoptan cada una de estas estrategias haciendo un
estudio comparativo de 27 especies. Los resultados mostraron una asociacion entre la
estrategia de los reproductores y el riesgo de que los pichones mueran de hambre en
los nidos no asistidos: el efecto de los ayudantes de “alivianar la carga” de los
reproductores aparece con mayor frecuencia en especies donde la reduccion de

nidada es poco habitual en ausencia de ayudantes, mientras que el efecto aditivo
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aparece en especies donde el cuidado no cooperativo suele ser insuficiente para que
la nidada completa sobreviva (Hatchwell 1999). Estas estrategias no son mutuamente
excluyentes y se han reportado situaciones en las que la compensacién es parcial
(Boheemen et al. 2019, Z6ttl et al. 2013) o en las que el efecto de los ayudantes difiere
entre reproductores machos y hembras (Meade et al. 2010, Koenig et al 2011, Manica
et al. 2011). Un estudio mas reciente revel6 también que el efecto compensatorio o
aditivo de los ayudantes puede estar modulado por las condiciones ecolégicas, como
por ejemplo la variacién interanual en la disponibilidad de alimento, lo que sugiere que
los reproductores responderian de manera flexible frente a la ayuda que reciben segun
cémo cambien los costos y beneficios de invertir en su progenie actual versus priorizar
su supervivencia para invertir en reproduccion futura (Guindre-Parker y Rubinstein
2015). Dentro de este marco, estudiar los patrones individuales de entrega de alimento
dentro de los grupos cooperativos es un paso clave para comprender las reglas de

decision de padres y ayudantes e identificar posibles beneficios de la ayuda en el nido.

La contribucién de los ayudantes al cuidado parental y su efecto sobre el
esfuerzo de la pareja reproductiva pueden ser particularmente importantes en
especies que son hospedadoras de parasitos de cria obligados. Los parasitos de cria
explotan el cuidado parental de otros individuos (hospedadores) que son quienes crian
a la progenie parasita, muchas veces a expensas de su propio éxito reproductivo
(Kilner et al. 1999). En un estudio comparativo reciente se ha visto que, en avifaunas
de Australia y Africa, la cria cooperativa es mas frecuente en especies hospedadoras
de parasitos de cria que en especies no hospedadoras (Feeney et al. 2013). Este
patron sugiere que los costos del parasitismo de cria podrian favorecer la presencia de
ayudantes en el nido, o bien, que los parasitos podrian usar preferentemente
hospedadores con cria cooperativa si la presencia de ayudantes redunda en un
beneficio para sus crias (Feeney et al. 2013, Wells y Barker 2017). La presencia de

ayudantes puede mitigar los costos del parasitismo de cria por distintas vias. En la
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Ratona Australiana Malurus cyaneus, principal hospedadora del Cuclillo de Bronzfield
(Chalcites basalis), los grupos cooperativos son mas eficientes en defender el nido y
repeler los ataques de las hembras parasitas, lo que resulta en una menor tasa de
parasitismo y, en consecuencia, un mayor éxito reproductivo (Feeney et al. 2013). La
cria cooperativa también parece reducir el riego de parasitismo por parte del Crialo
(Clamator glandarius) en uno de sus hospedadores, la Corneja, Corvus corone corone
(Canestrari et al. 2009). En este sistema los ayudantes alimentan a la hembra
reproductora mientras esta atendiendo el nido, esto permite incrementar el tiempo de
atencion, haciendo a su vez mas dificil para las hembras parasitas sincronizar su
puesta con la del hospedador (Canestrari et al. 2009). Por ultimo, los ayudantes
también podrian reducir los costos del parasitismo para los hospedadores y sus crias a
través de su contribucién al aprovisionamiento del nido. En teoria, tales efectos son
posibles si la ayuda resulta en una menor inversion parental de los hospedadores en
las nidadas parasitadas, o si limita la intensidad de la competencia entre los pichones
parasitos y los del hospedador. A favor de esto Ultimo, en dos especies (no afectadas
por el parasitismo de cria) con cria comunal se ha observado que el tamafio de grupo
estuvo asociado a una mayor coordinacion de las visitas de entrega de alimento (Shen
et al. 2010) o una mayor tasa de entrega per capita (Bebbington et al. 2018), lo que en
ambos casos sugiere un rol de la cooperacion en reducir la competencia dentro de la
nidada. Sin embargo, pese a las posibles implicancias en la evolucién de los sistemas
hospedador-parasito, las interacciones entre la cria cooperativa y el parasitismo

apenas han sido investigadas (Baglione y Canestrari 2016).

El sistema formado por el Masico y el Tordo Pico Corto provee un excelente
modelo, en un sistema social complejo, para estudiar las estrategias de inversion
parental y los posibles efectos de la ayuda en el nido en la asignacion de recursos en

las nidadas parasitadas. Un estudio previo sugiere una relacion entre el parasitismo de
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cria y la cria cooperativa. Ursino et al. (2011) encontraron que el nimero de pichones
parésitos, pero no el tamafio total de nidada, estuvo asociado a una mayor tasa de
entrega de alimento al nido. Ademas, los nidos parasitados artificialmente con huevos
o pichones de Tordo Renegrido, reclutaron més ayudantes que los nidos no
parasitados o parasitados sélo por Tordo Pico Corto (Ursino et al. 2011). Estos
resultados sugieren un sistema de cria cooperativa flexible donde tanto los
reproductores como los ayudantes pueden ajustar su inversion en funcion de la
demanda extra que implica tener pichones parasitos en la nidada. Una mayor
demanda en los nidos parasitados es esperable debido a que, en comparacion con los
pichones del hospedador, los pichones de Tordo Pico Corto crecen mas rapido y
alcanzan un tamafio mayor (De Marsico et al. 2010), tienen un comportamiento de
pedido de alimento mas exagerado (Lichtenstein y Dearborn 2004, Ursino 2016) y sus
vocalizaciones son mas efectivas para estimular la entrega de alimento por parte de
los Musicos adultos (Ursino et al. 2019). Por otro lado, estudios previos han reportado
una asociacién positiva entre la tasa de entrega al nido y el tamafio de grupo, lo que
sugiere que los reproductores no compensan 0 compensan parcialmente la
contribuciéon de los ayudantes (Fraga 1991, Ursino et al. 2011). Sin embargo, estos
datos son correlaciénales y requieren ser corroborados con un analisis de las
contribuciones individuales de adultos marcados. Ademas de su efecto sobre la
inversion de los reproductores, la presencia de ayudantes podria tener consecuencias
para la competencia dentro de la nidada, teniendo en cuenta que los pichones de
Tordo Pico Corto son habiles competidores y suelen acaparar una mayor proporcion

de entregas que las esperadas por azar (Ursino 2016)

Los objetivos especificos de este capitulo son estudiar: 1) la contribucion
individual al aprovisionamiento del nido, 2) las estrategias de los reproductores en
respuesta a la presencia de ayudantes, y 3) el efecto de la cria cooperativa en la

competencia entre pichones parasitos y del hospedador. Bajo la hip6tesis de que la
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cria cooperativa actla alivianando la carga sobre la pareja reproductiva se espera que
la tasa de entrega de alimento per capita (por pichén) no difiera entre nidos con y sin
ayudantes y que exista una asociacion negativa entre la presencia de ayudantes y la
proporcion de entregas que realizan los reproductores. Alternativamente, si los
ayudantes tienen un efecto aditivo sobre el esfuerzo de la pareja reproductora se
espera que la tasa de entrega per capita sea mayor en los nidos con ayudantes y que
no haya asociacion entre la presencia de ayudantes y la contribucién relativa de los
reproductores. En relacién con el parasitismo de cria, si la cria cooperativa permite
reducir los costos de la competencia generada por los pichones pardsitos, se espera
que la proporcion de entregas que reciben los pichones del hospedador y parasitos

sea mas equitativa en presencia de ayudantes.

Métodos

Filmacién de nidos

Para evaluar la contribucién de los miembros del grupo social a la entrega de
alimento y cuantificar como se distribuyen las entregas entre los pichones parasitos y
del hospedador, durante las temporadas 2015-2016, 2016-2017, 2017-2018 y 2018-
2019, se realizaron filmaciones de los nidos a los 4 (n = 25 nidos) y 8 (n = 22 nidos)
dias de edad de los pichones. Previo a las filmaciones, la pareja reproductiva y los
ayudantes fueron capturados con redes de niebla y anillados con una combinacion
Unica de anillos de colores y un anillo de aluminio numerado. Se usaron videocamaras
digitales (marca Sony Handycam HDR o IONPRO) para filmar la entrada de los nidos,
a fin de registrar la identidad de los adultos en cada viaje de entrega de alimento. En
paralelo, se filmé el interior del nido usando una microcamara provista de leds
infrarrojos (marca Handykam) conectada a un grabador digital de video (marca
Lawmate, PV-500 Eco o PV-500 lite) para registrar la entrega de alimento a los

pichones individuales (ver mas abajo). Las microcamaras fueron colocadas el dia
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previo a la filmacién. En los casos que la estructura del nido lo permitid, se usé una
videocAmara IONPRO apuntando a la camara de incubacién para registrar tanto la
identidad de los adultos que entregaron alimento como los pichones receptores de las
entregas (Figura 4.1). Para cuantificar la cantidad de alimento recibida por los
pichones del hospedador versus los pichones parasitos se tomaron como individuos
focales el Tordo Pico Corto de mayor tamafio de la nidada y el MUsico mas cercano en
tamafio. Se adoptd este criterio porque estos individuos son los mas faciles de
identificar en cada filmacién y se obtienen resultados comparables con estudios
previos (Ursino 2016). Los pichones focales de cada nido fueron marcados

individualmente en el pico y alas para poder identificarlos en las filmaciones.
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Figura 4.1: Fotografias que ilustran el equipo utilizado para filmar el aprovisionamiento de las
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nidadas de Mdusico. A) Filmadora digital (Handycam) ubicada al pie de un nido (en este caso,
un nido de Hornero) para registrar la llegada de los adultos con alimento, B) action cam
ubicada cerca de la entrada de un nido construido dentro de un antiguo avispero de Camoati
(Polibia scuttelaris), C) microcamara colocada en un nido ubicado en una cavidad de
carpintero), D) pichones registrados por la camara de B), y E) imagen del interior del nido

capturada con la microcamara, donde pueden observarse los pichones de 8 dias de edad.
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Las filmaciones se realizaron durante la mafiana (7:00 a 11:00 hs). En algunos
casos en los que la filmacién fall6 por desplazamientos de la microcAmara (por
ejemplo debido al roce de los adultos durante la entrada y salida del nido) o tuvo que
suspenderse por mal tiempo, el procedimiento se repitié al dia siguiente. A partir de las
mismas se cuantificdé la tasa de entrega de alimento per capita, medida como el
namero total de entregas por hora dividido el nUmero de pichones en el nido. Siempre
que fue posible se registro la identidad de los individuos en cada viaje de alimentacién
y su rol en el grupo (hembra reproductora, macho reproductor o ayudante), y la
identidad del pichén receptor de cada entrega, clasificandolo en: parasito focal,

parasito no focal, hospedador focal y hospedador no focal.

Analisis estadisticos

Los analisis se ejecutaron con el software estadistico R 3.4.2 (R Core Team
2017). Para analizar la entrega de alimento se construyeron modelos lineales
generales mixtos (LMMs) mediante la funcién Ime del paquete Ime4 (Bates et al. 2015)
con la tasa de entrega de alimento per cépita (i.e. nimero de entregas por hora por
pichén) como variable respuesta y la presencia o no de ayudantes y el nimero de
pichones parasitos como variables explicativas. Debido a eventos de depredacion y
fallas en las filmaciones (por problemas técnicos o interferencia del ganado), hubo un
desbalance de los tamafios muestrales entre edades y un bajo nimero de filmaciones
pareadas por nido. Teniendo en cuenta esto, se realizaron modelos separados para

cada edad (4 y 8 dias).

La contribucion individual al aprovisionamiento del nido se analizo
construyendo modelos lineales generalizados mixtos (GLMMs) mediante la funcion
glmmTMB (Brooks et al. 2017) del paquete del mismo nombre. El andlisis se realizd
sobre un subconjunto de los nidos donde se pudo determinar la identidad del adulto en

mas del 90% de las entregas. La variable respuesta fue la proporcion del total de
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eventos de alimentacion realizado por cada miembro del grupo. Esta variable permite
comparar las contribuciones relativas de la pareja reproductiva y ayudantes sobre el
total de entregas, controlando por las posibles diferencias en la tasa de entrega entre
nidos debido, por ejemplo, a variaciones en la disponibilidad de alimento y tamafo o
composicion de las nidadas. Se utiliz6 una distribucién binomial, relativizando la
proporcion de alimento sobre el total con el comando weights, y considerando la
identidad del nido como factor aleatorio. La variable explicativa fue el rol de cada
individuo dentro del grupo: hembra reproductora (HR), macho reproductor (MR) o
ayudante (Ay). Cabe destacar que los nidos filmados sélo se registré la presencia de

un ayudante.

Para estudiar la relacion entre la presencia de ayudantes y el esfuerzo de la
pareja reproductora se model6 la proporcion de alimento entregado por los miembros
de la pareja en funcién del sexo, la presencia o no de ayudantes y la interaccién entre
estas variables. Se evaluo6 el ajuste y validez de los modelos mediante el examen de la
distribucion de residuos predichos vs. residuos de Pearson y se cuantifico la
dispersion. En los casos donde se observo sobre-dispersion se incorporé un factor
aleatorio a cada observaciéon (en inglés Observation Level Random Effect u OLRE),

siguiendo la sugerencia de Browne et al (2005).

Para analizar si hubo diferencias en la entrega de alimento entre los pichones
de Mdsico y Tordo Pico Corto focales se relativizd el nUmero de entregas recibidas por
cada pichén sobre el nimero total de entregas al nido. Se construyeron GLMMs
(distribucién binomial) considerando la especie del pichén, el tamafio de nidada y la
presencia o no de ayudantes como factores fijos, y la identidad del nido como factor
aleatorio. Las comparaciones a posteriori correspondientes a los términos

significativos fueron realizadas con el comando y paquete emmeans (Lenth 2019).
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Resultados

Se obtuvieron en total 25 videos de nidadas de 4 dias de edad y 22 de nidadas
de 8 dias. A pesar de los esfuerzos por controlar el tamafio y composicion de las
nidadas, la ocurrencia de punciones de huevos y fallas en la eclosién devino en
nidadas de composicion variable (promedio + desvio estandar) de 4,4 £ 0,7 pichones y
(1,4 £ 0,5 pichones de Tordo Pico Corto) a los 4 dias de edad, y 4,3 + 1,0 pichones
(1,3 £ 0,7 pichones de Tordo Pico Corto) a los 8 dias. De los nidos filmados a los 4
dias de edad, 10 tuvieron al menos un ayudante, mientras que a los 8 dias hubo
ayudantes en 12 de los nidos. En los andlisis de contribucion individual se trabaj6 con
un subconjunto de videos en los que se pudo determinar con certeza la identidad de
cada individuo. Para que las proporciones fueran comparables en los andlisis de

recepcion de alimento se trabajo so6lo con nidadas de 4 pichones.

Cria cooperativa y aprovisionamiento a nivel grupal

No se observé una asociacion significativa entre la presencia de ayudantes y la
tasa de entrega de alimento per capita para ninguna de las edades analizadas (Figura
4.2, Tabla 4.1). El nUmero de pichones parasitos tampoco mostrd efectos significativos
sobre la entrega de alimento al nido (Tabla 4.1). Aunque no fue analizado
estadisticamente, los datos sugieren que, en promedio, la tasa de entrega per capita

fue mayor a los 8 que a los 4 dias de edad (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Gréficos de cajas ilustrando la tasa de entrega de alimento per cépita en nidos con

y sin ayudantes a la edad de 4 dias (n = 25) y 8 dias (n = 22) de edad de los pichones.

Tabla 4.1: Resumen de los LMMs de tasa de entrega de alimento per capita a los 4 y 8 dias de

edad en funcion de la presencia de ayudantes y el nUmero de pichones parasitos. Se indican

estimadores con su error estandar, estadistico y P para cada parametro.

Parametro Est + EE t P

Intercepto 2,419 + 1,503 1,609 0,124
4 dias Presencia de ayudantes (Si) -0,233 + 0,477 -0,489 0,630
(n =25) Pichones parasitos -0,395 + 0,481 -0,821 0,422

Intercepto 5,529 + 1,579 3,502 0,003
8 dias Presencia de ayudantes (si) 0,032 £ 0,530 0,059 0,953
(n=22) Pichones parasitos -0,392 + 0,521 -0,753 0,463
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Contribucién individual al aprovisionamiento del nido en grupos cooperativos

En los nidos con cria cooperativa, se observé que el aporte de los ayudantes al
aprovisionamiento del nido fue significativamente menor que el de la hembra y macho
reproductores tanto a los 4 dias (comparaciones a posteriori: ayudantes vs. hembra:
estadistico = 3,61 y P < 0,006, ayudantes vs. macho: estadistico = 3,34, P < 0,01, n =
7 nidos) como a los 8 dias de edad (comparaciones a posteriori: ayudantes vs.
hembra: estadistico = 7,39, P < 0,001 ayudantes vs. macho: estadistico = 6,09, P <
0,001, n = 7 nidos, Tabla 4.2, Figura 4.3). Las comparaciones a posteriori no dieron
diferencias significativas en la proporcién de entregas entre las hembras y machos
reproductores para ninguna de las edades (4 dias: estadistico = 0,41y P = 0,91, 8
dias: estadistico = 1,68 y P = 0,24), pese a que a los 8 dias el aporte de estos ultimos

fue marginalmente menor (Tabla 4.2, Figura 4.3).

Tabla 4.2: Resumen de los GLMMs (distribucion binomial) de la proporcion de entregas por
individuo en funcién del rol dentro del grupo cooperativo y el tamafio de nidada. La categoria de
hembra reproductora corresponde al nivel de referencia. Se indican estimadores con su error
estandar, estadistico y P para cada pardmetro. En negrita se resaltan los términos

significativos).

Paradmetro Est + EE z P

Intercepto -9,857+1,341 -7,35 <0,001
4 dias Rol (macho reproductor) -0,265+0,625 -0,42 0,675
(n=7) Rol (ayudante) -2,894+0,801 -3,61 <0,001

Intercepto -8,903+0,240 -37,10 <0,001
8 dias Rol (macho reproductor) -0,458+0,344 -1,33 0,182
(n=7) Rol (ayudante) -2,196+0,397 -5,562 <0,001
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Figura 4.3: Graficos de cajas ilustrando la proporcién de entregas realizadas segun el rol
dentro del grupo (HR = hembra reproductora, MR = macho reproductor, Ay = ayudante), en
nidos con pichones de 4 dias (a) y 8 dias (b) de edad. Letras diferentes indican diferencias

significativas en las comparaciones a posteriori de Tukey.

Efecto de la cria cooperativa sobre la contribucién de la pareja reproductora

Tanto a los 4 como a los 8 dias de edad de los pichones, los machos
reproductores realizaron una menor proporcidbn de entregas que las hembras,
independientemente de la presencia de ayudantes (Tabla 4.3, Figura 4.4). Para ambas
edades la proporcién de alimento entregada por los individuos reproductores no

estuvo asociada a la presencia de ayudantes (Tabla 4.3, Figura 4.4).
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Tabla 4.3: Resumen de los GLMMs (distribucion binomial) de la proporcién de entregas
realizada por los miembros de la pareja reproductiva a los 4 y 8 dias de edad de los pichones
en funcién del sexo, la presencia de ayudantes y la interaccién entre ambas variables. Se
indican estimadores con su error estandar, estadistico y P para cada parametro. Las categorias
“Hembra” y “sin ayudante” toman valores de referencia en el intercepto. En negrita se resaltan

los términos significativos (P < 0,05).

Parametro Est + EE z P
4 dias Intercepto -8,29+0,43 -19,491 <0,001
Sexo (Macho) -1,31+0,62 -2,11 0,03
Ayudantes (si) -0,51+0,73 -0,70 0,48
(n=18) Sexo:Ayudantes 0,95+1,05 -0,91 0,36
8 dias Intercepto -8,17+0,40 -20,06 <0,001
Sexo (Macho) -1,07+0,54 -1,99 0,04
Ayudantes (si) -0,81+0,54 -1,49 0,13
(n=14) Sexo:Ayudantes 0,478+0,767 0,024 0,53
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Figura 4.4: Graficos de cajas ilustrando la proporcién de entregas de los parentales en nidos
con pichones de 4 (a) y 8 (b) dias de edad en funcién de la presencia de ayudantes. La linea
guionada corresponde a una proporcion equitativa sin ayudantes (0,5) y la punteada, en

presencia de ayudantes (0,33).

Relacion entre la cria cooperativa y la distribucién de alimento en nidos parasitados

En los nidos con pichones de 4 dias se observé una interacciéon significativa
entre la especie del pichén focal y la presencia de ayudantes en la proporcion de
entregas recibida por el pichdn (Figura 4.5, Tabla 4.4). Las pruebas a posteriori indican
que en los nidos con cuidado no cooperativo los pichones de tordo focales recibieron
una mayor proporcién de entregas que los pichones de Mdusico (comparaciones de
Tukey: t-ratio = -2,20, P = 0,04, Figura 4.5a), mientras que en nidos con ayudantes no

se encontraron diferencias (t-ratio = 0,52, P = 0,14).
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A los 8 dias de edad, no hubo un efecto de interaccion significativo en la

proporcion de entregas recibida por cada pichén. Al remover el término de interaccion,

la proporcién de entregas recibida por el pichén de Tordo fue significativamente mayor

gue la recibida por el Musico (Est + EE = 0,71 + 0,26, Z = 3,30, P < 0,001, Figura 4.5).

La presencia de ayudantes no tuvo efecto sobre la proporcién de entregas recibida por

cada pichoén (Tabla 4.4, Figura 4.5).

Tabla 4.4: Resumen de los GLMMs (distribucion binomial) de la proporcién de entregas

obtenida por los pichones focales a la edad de 4 y 8 dias en funcién de la especie, presencia

de ayudantes y la interaccién entre ambos factores. Las categorias “sin ayudantes” y

“hospedador” tomaron los valores de referencia. Se indican estimadores con su error estandar,

estadistico y P para cada parametro.En negrita se resaltan los términos significativos.

Parametro Est + EE z P
Intercepto -10,44 £ 0,312 -33,47 <0,001
4 dias Ayudantes (Si) 0,665 + 0,523 1,27 0,204
(n=13) Especie (Paréasito) 0,583 + 0,265 2,20 0,028
Ayudantes:Especie -1,170 + 0,470 -2,49 0,013
Intercepto -10,72 £+ 0,31 -34,22 <0,001
8 dias Ayudantes (Si) 0,045 + 0,373 0,12 0,903
(n=13) Especie (Parasito) 0,747 £ 0,396 1,89 0,059
Ayudantes:Especie -0,048 + 0,472 -0,10 0,917
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Figura 4.5: Graficos de cajas de la proporcion de entregas recibida por los pichones focales del
hospedador y parasito a los 4 (a) y 8 dias (b) de edad en funcion de la presencia o no de
ayudantes en el nido. Letras diferentes indican diferencias significativas en las comparaciones

a posteriori de Tukey.

Discusion

En este capitulo se presentan por primera vez datos acerca de la contribucién
individual de los reproductores y ayudantes de Musico al aprovisionamiento del nido.
El analisis de estos resultados muestra que los ayudantes realizan un aporte
sustancialmente menor que los individuos reproductores, independientemente de la
edad de la nidada. Este patron es comun a otros sistemas de cria cooperativa, donde
también se observan asimetrias en las tasas de entrega de alimento entre los

ayudantes y uno o ambos reproductores (Legge 2000, Maccoll y Hatchwell 2003,
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Canestrari et al. 2005). La baja contribucion de los ayudantes en el Mdsico es
llamativa si se tiene en cuenta que, en la mayoria de los casos, estuvieron
emparentados en primer o segundo grado con las crias a las que asistieron (Capitulo
3). Este bajo nivel de esfuerzo podria estar reflejando un balance entre los costos del
cuidado aloparental y las perspectivas de reproduccion futura, que determina las
estrategias de inversion individual (Heinsohn 2004). En este sentido, si la ayuda en el
nido no resulta critica para la supervivencia de las crias, como sugiere el hecho de que
la cria cooperativa es facultativa en esta especie, los ayudantes podrian estar
ajustando su esfuerzo de forma tal de realizar el minimo aporte para ser tolerados en
el territorio sin comprometer su propia supervivencia y reproduccion. Un estudio mas
detallado de los costos energéticos del cuidado parental en el Musico y sus efectos a
corto y largo plazo para los ayudantes puede ayudar a entender mejor por qué estos
no realizan un aporte mayor. En la Corneja, como se mencioné previamente, se ha
visto que los ayudantes “haraganes”, que normalmente no contribuyen al cuidado de
las crias, tienen en realidad un comportamiento flexible y aportan mas alimento
cuando se reduce experimentalmente la contribucion de otros miembros del grupo
(Baglione et al. 2010). Estudios previos sugieren que tanto el reclutamiento de
ayudantes como la entrega de alimento a nivel grupal en el Mdsico se pueden ajustar
de manera flexible en funcién de la demanda (Ursino et al. 2011), pero esta hipétesis
requiere ser investigada de manera experimental. También puede ocurrir que la baja
inversion en la entrega de alimento se deba a una mayor especializacion en otro tipo
de cuidados como la defensa del nido frente a potenciales depredadores (Arnold et al.
2005, Koenig et al. 2019, Capitulo 5). Otra posibilidad que no se puede descartar y
vale la pena examinar a futuro es que los ayudantes desempefien un papel mas

importante en el cuidado de las crias luego de que estas salen del nido.

Los resultados también sugieren ciertas diferencias en la contribucion

individual entre los miembros de la pareja reproductora, aunque esto solo fue evidente
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cuando se compard la proporcion de entregas controlando al mismo tiempo por la
presencia de ayudantes en el nido. EI menor aporte de los machos a la alimentacién
de las crias podria estar relacionado con la menor certeza de paternidad debido a
fertilizaciones por fuera de la pareja, que en el Mdsico representan aproximadamente
el 30% de las crias (Ursino et al. 2017, Capitulo 3). Bajo estas condiciones, los
machos podrian optar por reducir su inversion en la nidada y priorizar su propio
mantenimiento (Hatchwell 1999). Una asociacion negativa entre certeza de paternidad
y tasa de entrega de alimento se ha observado en otras especies (Burke et al. 1989,
Neff et al. 2003, Kokko y Jennions 2012, Huges et al 2013, Boheemen et al 2019). Por
otro lado, las diferencias sexuales en aprovisionamiento del nido podrian deberse a
cierto grado de division de tareas donde las hembras realizan una mayor inversiéon en
alimentacion y empolle y los machos contribuyen mas a la defensa del nido (Capitulo

5).

A su vez, la contribucién de la pareja reproductiva no estuvo asociada a la
presencia de ayudantes, lo que sugiere que los reproductores no compensan la ayuda
reduciendo su inversién en la entrega de alimento. Sin embargo, no se observo la
asociacion positiva esperada entre la tasa de entrega y la presencia de ayudantes, si
la ayuda tiene un efecto aditivo en el aprovisionamiento (Hatchwell 1999). Este
resultado contrasta con estudios previos donde se encontré un aumento en la tasa de
entrega en funcién del tamafio de grupo, controlando por la edad y tamafio de la
nidada (Fraga 1991, Ursino et al. 2011). Es posible que en este trabajo, el porcentaje
de entregas realizado por los ayudantes haya sido demasiado bajo como para detectar
un aumento estadisticamente significativo en la tasa de entrega respecto de nidos con
cuidado no cooperativo. Otra posibilidad es que el efecto de los ayudantes en las tasas
de entrega soOlo sea detectable bajo ciertas condiciones, como por ejemplo, una
excesiva demanda de alimento (Ursino et al. 2011) o condiciones ecolégicas menos

favorables (Guindre-Parker y Rubinstein 2015). También es importante tener en
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cuenta que la tasa de entrega de alimento al nido puede estar influenciada por otros
factores no considerados en el analisis como la calidad del territorio o de la pareja
reproductiva. Examinar esos factores excede los objetivos de esta tesis, pero deberian
considerarse en futuros estudios, para dilucidar el efecto de los ayudantes sobre la
inversion de los reproductores. Una forma de controlar estas fuentes de variacion
puede ser manipular experimentalmente el esfuerzo de los ayudantes, por ejemplo a
través de incrementar los costos energéticos del forrajeo, y evaluar como varia la tasa

de entrega de la pareja reproductiva ante esta situacién (Baglione et al 2010).

Contrariamente a lo esperado, no se encontraron evidencias a favor de que la
cria cooperativa podria reducir la competencia por el alimento entre los pichones
parasitos y del hospedador. En nidos con ayudantes la proporcion de entregas recibida
por ambos pichones fue similar a los 4 dias de edad, a diferencia de los nidos sin
ayudantes, donde el Tordo recibié una mayor proporcién. Sin embargo, este patrén no
se observo a los 8 dias, edad a la cual la proporcién de entregas fue mayor para los
pichones parasitos independientemente de la presencia de ayudantes. Estos
resultados sugieren que el aporte que realizaron los ayudantes a la alimentacion de las
crias resulté insuficiente como para contrarrestar la capacidad del parasito de acaparar
una mayor proporcién de las entregas, al menos a edades mas avanzadas (Ursino
2016). Estudios previos sugieren que los pichones parasitos pueden ajustar su
comportamiento de pedido de alimento a medida que crecen segun su experiencia con
el hospedador (Roldan et al. 2013, Rojas Ripari et al. 2018). Esto, sumado a que las
diferencias de tamafio son mas marcadas a medida que los pichones crecen (De
Marsico et al. 2010), podria explicar por qué el Tordo Pico Corto compite mas
eficazmente por el alimento a los 8 dias edad. De todos modos, si bien no se puede
descartar por completo que los ayudantes jueguen un rol en limitar la competencia
dentro de la nidada, la distribucion més equitativa a los 4 dias de edad en nidos con

ayudantes podria atribuirse simplemente a que la variabilidad en las observaciones no
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permitié detectar diferencias en la proporcion de alimento entregada. Mas alla de estos
resultados, seria interesante evaluar si la cria cooperativa tiene un efecto amortiguador
de la competencia entre las crias de Musico y Tordo Pico Corto luego de que estas
dejan el nido. Los posibles efectos de los ayudantes para el crecimiento y
supervivencia de los pichones, tanto del hospedador como parasitos, se abordara en

el Capitulo 6.
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Capitulo 5.
Rol de los ayudantes en |la defensa del
nido y otras tareas de cuidado parental

Introduccion

Una etapa critica en la vida de las aves nidicolas es la que transcurre dentro
del nido (Ricklefs 1969, Skutch 1985, Martin 1995). Con un desarrollo incompleto, las
crias dependen totalmente de los padres para sobrevivir y abandonar con éxito el nido.
En muchas especies, la principal causa de fracaso de los nidos es la depredacién, por
lo que es de esperar que actie como una fuerte presion de seleccién, modelando
rasgos de historia de vida y comportamentales (Barbosa y Castellanos 2005, Caro

2005, Creel y Christianson 2008).

El riesgo de depredacion puede influir en mdltiples aspectos de la biologia
reproductiva y rasgos de historia de vida, incluyendo la inversién en el numero y/o
tamanfio de los huevos (Slagsvold 1982, Martin 1995, Doligez y Clobert 2003, Eggers et
al. 2005, Ferretti et al. 2005, Zanette et al. 2011, Dillon y Conway 2018), la actividad de
incubacién (Conway y Martin 2000, Ghalambor y Martin 2001, Ferretti et al. 2005,
Ibafiez-Alamo et al. 2012), la entrega de alimento al nido (Fontaine y Martin 2006,
Ghalambor y Martin 2001, Martin et al. 2011) y el periodo de desarrollo de los pichones
(Ferretti et al. 2005, Martin et al. 2011, Zanette et al. 2011). La plasticidad en la
respuesta de los individuos frente al riesgo de depredacion sugiere que este impone
compromisos en la asignacion de tiempo y energia a distintas actividades (por ej.
defensa del nido o aprovisionamiento, (Heinsohn 2009)). Por lo tanto, entender las
decisiones tomadas frente al riesgo de predacion puede servir para comprender mejor

sus consecuencias en términos de fitness y la evolucién de distintas estrategias de
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cuidado parental (Ghalambor y Martin 2001, Martin y Briskie 2009, Ibafiez- Alamo et al.

2015).

En las especies con cria cooperativa, los ayudantes suelen participar en las
tareas de vigilancia del nido y defensa frente a potenciales predadores (Komdeur
1999, Arnold et al. 2005, Canestrari et al. 2009, Feeney et al. 2013, Groenewoud et al.
2016, 2019). La reduccién del riesgo de depredacion es uno de los principales
beneficios de la vida en grupo (Alexander 1974, Bertram 1980), y en las aves con cria
cooperativa el aporte de los ayudantes a la vigilancia y defensa del nido puede verse
reflejado en un mayor éxito reproductivo (Komdeur y Kats 1999). Ademas, contar con
asistencia en la defensa del nido podria beneficiar a los parentales a largo plazo si les
permite reducir su inversion en estos comportamientos (i.e. alivianar la carga), y
dedicar mas tiempo y energia a otras actividades sin afectar la supervivencia de la
nidada. Dado que los costos y beneficios de invertir en el intento reproductivo actual
versus mejorar las perspectivas de reproduccién futuras varian segun el sexo y estatus
reproductivo, es esperable que existan asimetrias a nivel individual en la contribucion a
la defensa del nido (Groenewoud et al. 2019). Incluso puede ocurrir una divisién de
tareas, donde algunos individuos se especializan en la defensa del nido y otros en el
aprovisionamiento (Arnold et al. 2005). Por lo tanto, es importante considerar los
patrones individuales de contribucién a otras tareas de cuidado ademas de la entrega
de alimento a fin de entender mejor las estrategias de inversion parental, tanto entre
como dentro de los sistemas de cria cooperativa (Carranza et al. 2008, Koenig et al.

2016).

En los Musicos, se sabe que los ayudantes participan en la defensa del nido e
intervienen en ahuyentar potenciales depredadores (Fraga 1991). En esta especie, la
depredacion es una importante causa de fracaso de los nidos y, en particular, es la

principal fuente de mortalidad de los pichones (De Marsico y Reboreda 2010), por lo
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cual la contribucién de los ayudantes a la defensa del nido puede influir en el éxito
reproductivo y la inversion de la pareja reproductiva. Sin embargo, cuanto contribuyen
los ayudantes ante el riesgo de depredaciébn y qué efecto tiene esto sobre el
comportamiento de los reproductores aun no ha sido investigado. Tampoco se sabe
cuanto participan los ayudantes en otras tareas de cuidado parental como la higiene
del nido y el acicalamiento de los pichones. Los nidos de Musico suelen contener
ectoparasitos, principalmente acaros hematéfagos y larvas de moscas del género
Philornis (Fraga 1984). Las larvas de Philornis crecen subcutaneamente en los
pichones alimentandose de tejido y fluidos, lo que suele producir efectos sub-letales
como anemia o0 un menor crecimiento, o letales cuando la carga parasitaria es lo
suficientemente alta o la infeccion ocurre al poco tiempo de nacer (Arendt 1985, Fessl
y Tebbich 2002, Dudaniec y Kleindorfer 2006, Rabuffetti y Reboreda 2007, Segura y
Reboreda 2011, Dominguez et al. 2015). Los Mdsicos presentan un comportamiento
especifico anti-Philornis, desconocido en otras especies, que consiste en extraer las
larvas de debajo de la piel del pichdn tirando de ellas con el pico (Fraga 1984, Ursino
et al. 2019). La remocion de las larvas tiene un valor adaptativo importante porque
permite evitar todos los efectos negativos de la infeccién, tanto para los pichones de
Musico como para los de sus parasitos de cria (Fraga 1984, Ursino et al. 2019).
Consistente con esto, se suele observar en filmaciones de los nidos de Musico que los
pichones son acicalados con frecuencia y de manera muy minuciosa, probablemente
para inspeccionarlos en busca de larvas (Ursino et al. 2019). Sin embargo, no esta
claro si esta tarea de acicalado es realizada por todos los miembros del grupo o sélo

por la hembra reproductora, quien es la Unica que lleva a cabo la tarea de empollar.

El objetivo general de este capitulo es estudiar el rol de los ayudantes en la
defensa del nido y otras tareas de cuidado parental. Los objetivos particulares son: 1)
analizar la contribucion relativa de padres y ayudantes a la defensa del nido frente a

potenciales depredadores, 2) evaluar como la presencia de ayudantes afecta el
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comportamiento antipredatorio del grupo en general y de los individuos reproductores
en particular, y 3) determinar la contribucion de los ayudantes a la tarea de acicalado
de los pichones. Si la cria cooperativa mejora la defensa del nido, se espera que la
pareja reproductora muestre un similar nivel de respuesta frente a un potencial
predador en nidos con ayudantes respecto de nidos no asistidos, y que el nivel de
respuesta anti-predatoria del grupo en su conjunto sea mayor en nidos con ayudantes

respecto a los nidos sin ayudantes (i.e. efecto aditivo).

Métodos

Experimento para evaluar la respuesta antipredatoria individual y grupal

Durante las camparfias 2015-2016, 2016-2017 y 2017-2018 se llevé a cabo un
experimento donde se evalud la respuesta de los parentales y ayudantes ante el
riesgo de depredacion del nido. El experimento se realizé en 27 nidos donde se
conocia con certeza el tamafio del grupo y se contaba con la totalidad, o todos menos
uno, de los individuos anillados. Como el aumento de la percepcién del riesgo de
depredacién puede afectar la entrega de alimento al nido (Arnold et al. 2005) el
experimento se realizé una vez completadas las filmaciones de aprovisionamiento

(Capitulo 4).

Para el experimento se usé un disefio de medidas repetidas donde se
presentaron de manera secuencial modelos taxidermizados (tres) de un predador
aéreo de nidos (Milvago chimango) y una especie control inofensiva para el Musico
(Mimus saturninus, Paroaria coronata o Colaptes melanochloros) a los grupos
reproductivos, aleatorizando el orden de las presentaciones entre nidos (Figura 5.1a).
Los modelos fueron ubicados a una distancia de aproximadamente 1,5 - 2,0 m del
nido. Cada presentacion tuvo una duracién de 3 min, con una separacion de 20 min
entre presentaciones para evitar efectos de arrastre en la respuesta (Figura 5.1a).

Para registrar la respuesta de los individuos se coloc6 una filmadora digital (Sony HDR
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CX110) montada en un tripode cerca del nido. Simultaneamente, se observaron los
ensayos en tiempo real desde un escondite ubicado a unos 10 m del nido (Figura 5.1b)
usando binoculares 8x42 y se registraron los observaciones mediante notas de voz
con un grabador de periodista (marca Olympus). La camara y el escondite fueron
montados 20 min antes del primer ensayo para permitirles a los Musicos aclimatarse a
su presencia. A partir de las desgrabaciones de las filmaciones y las notas de voz se
cuantificaron las siguientes variables respuesta: latencia en responder, medida como
el tiempo transcurrido desde que se inicié el ensayo hasta que cada individuo focal
(hembra reproductora, macho reproductor o ayudantes) se acerco a un metro 0 menos
del modelo, y la intensidad de la respuesta, medida como el nimero de ataques
dirigido hacia el modelo por los individuos que respondieron. Aquellos casos en los
que un individuo no se acerco al modelo en todo el ensayo se clasificaron como “no

respuesta”.

a)

20’ aclimatacion 20" descanso

Set experimental Modelo 1 (3") Modelo 2 (3’)

Figura 5.1: a) Esquema del disefio experimental empleado. El orden en el que se
presentd cada modelo (predador — control) fue aleatorizado. b) Fotografia que ilustra
como fueron ubicados la cAmara y el escondite en relacion al nido. ¢) Modelo de predador
(Milvago chimango) utilizado en los experimentos.
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Contribucién a otras tareas de cuidado parental

Las mismas filmaciones realizadas para analizar la contribucién a la entrega de
alimento (Capitulo 4) se usaron para cuantificar la contribucion individual al acicalado
de los pichones. Para ello se registr6 la proporcion de tiempo total que cada integrante

del grupo dedicé a este comportamiento.

Andlisis estadisticos

Siguiendo la sugerencia de Jahn-Eimermacher et al. (2011), para analizar la
latencia en la respuesta a la presentacion de los modelos se utilizé un modelo
estratificado de riesgos proporcionales de Cox, implementado en la funcién coxph del
paquete survival (Therneau 2015). Para analizar la intensidad de la respuesta (nUmero
de ataques) se utilizaron modelos lineales generalizados mixtos (GLMMs). Debido a
que los datos mostraron sobredispersion, se us6 una distribucion binomial negativa

con funcién de enlace log (Hardin y Hilbe 2012)

Por un lado, se estudi6 la respuesta grupal frente a los tratamientos en funcion
de la presencia o no de ayudantes en el nido. En el caso de la variable latencia, se
model6 por separado el efecto del tratamiento (con la identidad del nido como factor
aleatorio) y el efecto de la presencia de ayudantes sobre la latencia en la respuesta al
predador (con afio como factor aleatorio), debido a que el modelo mostr6 problemas
de convergencia cuando se incluian ambas variables explicativas. Cada uno de estos
modelos incluyé ademas el tamafio de nidada como factor fijo porque es de esperar
gue los adultos modifiquen su inversion en la defensa del nido de acuerdo costo de
produccién de la nidada. Para el nimero de ataques, el modelo incluyé como factores
fijos el tratamiento (predador o control), la presencia o no de ayudantes, el tamafo de
nidada, y la interaccién entre tratamiento y presencia de ayudantes, y como factores
aleatorios el nido y la temporada reproductiva debido a que se observé una marcada
variacion interanual en la respuesta.

92



Juan Manuel Rojas Ripari 5. Rol en defensa y otros cuidados

Por otro lado, se analizé la respuesta individual frente al modelo de predador
segun el rol dentro del grupo (i.e. hembra reproductora, macho reproductor o
ayudante), incluyendo también el tamafio de nidada como factor fijo y el nido como
factor aleatorio. Estos modelos se realizaron por separado para los nidos con y sin
ayudantes. Para el nUmero de ataques, los modelos incluyeron ademas el afio como
factor aleatorio. Por ultimo, para evaluar el efecto de los ayudantes en la inversiéon de
los reproductores, se modelé por separado el nimero de ataques hacia el predador
realizado por machos y hembras reproductores, con la presencia de ayudantes y el
tamafo de nidada como factores fijos y el afio como factor aleatorio. No fue posible
hacer un andlisis similar para la variable latencia debido a que no se logr6 obtener un

modelo de regresion de Cox que ajustara bien a los datos.

Todos los analisis se realizaron con el software estadistico R 3.4.2 (R Core
Team 2017). El ajuste y validez de los modelos fueron evaluados examinando los
residuos y la dispersion. La significancia de cada parametro en el modelo fue evaluada
mediante pruebas de cociente de verosimilitudes (LR tests en inglés). Las
comparaciones a posteriori de Tukey fueron realizadas mediante el paquete y funcién

emmeans (Lenth et al. 2019.

Con respecto al comportamiento de acicalado de los pichones, los resultados
mostraron que éste fue realizado casi exclusivamente por la hembra (ver mas abajo).
Por lo tanto, los datos se analizaron de manera descriptiva sin usar estadistica

inferencial.

Resultados

Respuesta antipredatoria a nivel grupal

El modelo de predador indujo respuesta en el 70% del total de nidos donde se
realizo el experimento (n = 27), por otro lado en un 30% de los nidos se observo
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respuesta al modelo control. A nivel grupal hubo una menor latencia frente al modelo
de predador que frente al modelo control (Figura 5.2, Tabla 5.1). No se detect6 una
asociacion significativa entre la presencia de ayudantes en el nido y la latencia en la
respuesta al predador (Figura 5.2, Tabla 5.1). La respuesta también fue mas intensa
frente al modelo de predador, con una interaccion significativa entre el tratamiento y la
presencia de ayudantes en el nido (Figura 5.2, Tabla 5.1). La presencia de ayudantes
estuvo asociada a una mayor respuesta al control (comparaciones a posteriori: t-ratio
= -4,077, P = 0,02), pero no hubo diferencias entre nidos con y sin ayudantes en el
namero de ataques hacia el modelo de predador (t-ratio = -0.755, P = 0,454). El
tamafio de nidada no tuvo efectos significativos sobre la respuesta en ninguno de los

modelos (Tabla 5.1).

Tabla 5.1: Resultados de la respuesta a nivel grupal en el experimento de presentacion de
modelos (n = 27 nidos). Se indican estimadores con su error estandar, estadistico y P para
cada parametro incluido en los modelos de: a) latencia en la respuesta en funcién del
tratamiento (predador vs. control), b) latencia en la respuesta al predador en funcién de la
presencia 0 no de ayudantes en el nido y ¢) nUmero de ataques hacia los modelos (“control” y

“sin ayudantes” tomaron los valores de referencia). El tamafio de nidada fue incluido como

covariable en todos los modelos (ver detalles en Métodos).

Variable respuesta Pardmetro Est + EE z P
a) Latencia Tratamiento (predador) 4,782 + 0,412 3,751 <0,001
b) Latencia (frente al Presencia de ayudantes (si) 0,677 £0,481 1,404 0,160
predador) Tamafio de nidada 0,113+0,254 0,445 0,656
Intercepto -1,466 £ 0,735  -1,996 0,046
¢) Intensidad de la Tratamiento (predador) 4,365+0,866 5038  <0,001

respuesta (nimero

de ataques) Presencia de ayudantes (si) 3,509 + 0,861 4,077 <0,001

Tratamiento x presencia de ayudantes  -3,029 + 1,071  -2,829 0,005
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Figura 5.2: Respuesta grupal de los Musicos en los nidos experimentales. a) Curvas de
Kaplan-Meyer representando el porcentaje de nidos donde los adultos no responden a lo largo
del ensayo, segun el modelo presentado (linea llena: predador, linea punteada: control) , b)
curvas de Kaplan-Meyer representando el porcentaje de nidos donde los adultos no responden
al tratamiento con el predador a lo largo del experimento segun la presencia de ayudantes, c)
grafico de cajas del nimero total de ataques dirigidos al modelo en cada tratamiento en nidos
con o sin ayudantes. Letras diferentes indican diferencias significativas en las comparaciones a
posteriori de Tukey dentro de cada tratamiento segun la presencia de ayudantes en el nido. (P
<0,05).

Respuesta antipredatoria a nivel individual

En los nidos con cria cooperativa, hubo diferencias en la latencia en la
respuesta segun el rol dentro del grupo (Figura 5.3a, Tabla 5.2). Las comparaciones a
posteriori indican que la latencia fue menor para las hembras reproductoras que para
los ayudantes (estadistico de Tukey = 3,34, P = 0,002), pero no se detectaron

diferencias entre los machos y hembras reproductores (estadistico de Tukey = 1,57, P
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= 0,260) ni entre los ayudantes y el macho reproductor (estadistico de Tukey = 1,95, P
= 0,124). De manera similar, se observaron diferencias entre los miembros del grupo
en la intensidad de la respuesta (Figura 5.3b, Tabla 5.2). Nuevamente, las
comparaciones a posteriori detectaron un mayor numero de ataques por parte de las
hembras reproductoras en comparacién con los ayudantes (estadistico de Tukey =
2,98, P = 0,01), pero no entre los individuos reproductores (estadistico de Tukey =
0,93, P = 0,36) ni entre los ayudantes y el macho reproductor (estadistico de Tukey =
2,07, P = 0,11). Por su parte, en los nidos con cuidado no cooperativo no se
registraron diferencias significativas entre machos y hembras en la latencia en la
respuesta ni en el nimero de ataques a nivel individual (Figuras 5.3 ¢, d, Tabla 5.2). El
tamafio de nidada no tuvo efecto sobre la respuesta en ninguno de los modelos

analizados (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2: Resultados de la respuesta a nivel individual (MR = macho reproductor, Ay =

ayudante; “hembra reproductora” tomé valor de referencia) al modelo “predador” (n = 27 nidos)

en nidos con y sin ayudantes. Se indican estimadores con su error estandar, estadistico y P

para cada parametro incluido en los modelos de latencia en la respuesta y nimero de ataques

en funcién del rol dentro del grupo. El tamafio de nidada fue incluido como covariable en todos

los modelos.
Variable
Parametro Est + EE V4 P
respuesta
Rol (MR) -0,772+0,542  -1,423 0,155
Latencia
Rol (Ay) -1,975 + 0,139 -2,833 0,005
Nidos con Intercepto 2,455+0,911 2,695 0,007
ayudantes
(n=14) NGmero de Rol (MR) -0,710 £ 0,399 -1,779 0,075
ataques Rol (Ay) 1,574 +0,480  -3,278 0,003
Tamafo de nidada 0,078 £ 0,212 0,370 0,712
Latencia Rol (MR) 0,571 £ 0,443 -1,263 0,207
Nidos sin
ayudantes Intercepto 3,578 + 2,417 1,481 0,139
NUmero de
(n=13) Rol (MR) 0,274 + 0,857 0,321 0,784
ataques
Tamafo de nidada -0,405 + 0,635 -0,638 0,52
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Figura 5.3: Respuesta individual frente a la presentacion del modelo de predador en nidos con
ayudantes (n = 14) o sin ayudantes (n = 13) segln el rol dentro del grupo (HR: hembra
reproductora, MR: macho reproductor y Ay: ayudante). a-c) Curvas de Kaplan-Meyer
representando la latencia en la respuesta como porcentaje de nidos donde los individuos no
responden en funcién del tiempo que duré el ensayo. b-d) Graficos de cajas del niumero de
ataques efectuados por cada miembro del grupo. Letras distintas indican diferencias
significativas en las pruebas a posteriori de Tukey (P < 0,05).

Efecto de la cria cooperativa sobre la respuesta antipredatoria de los parentales

En los nidos con ayudantes las hembras reproductoras realizaron un mayor
namero de ataques hacia el modelo del predador que en nidos no asistidos, mientras
gue no se detectaron diferencias en el nimero de ataques realizado por los machos

reproductores entre ambos tipos de nidos (Figura 5.4, Tabla 5.3).
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Figura 5.4: Grafico de cajas del nimero de ataques hacia el modelo de predador realizados

por a) los machos reproductores (MR) y b) las hembras reproductoras (HR) en nidos con y sin

ayudantes. El asterisco indica diferencias significativas entre las categorias (P < 0,05).

Tabla 5.3: Resumen de los GLMMs para el nUmero de ataques hacia el modelo de predador

realizado por machos y hembras reproductores en funcion de la presencia o no de ayudantes

en el nido. El tamafio de nidada fue incluido como covariable. Se indican los parametros de

cada modelo con sus correspondientes estimadores y significancia (en negrita los valores de P

< 0,05) y la categoria “sin ayudantes” tomé el valor de referencia en el intercepto de ambos

modelos.
Rol parental Parametro Est + EE z P
Intercepto 2,178 + 1,187 1,835 0,066
Presencia de ayudantes (si) 0,167 £0,488 0,343 0,732
Machos
Tamafo de nidada 0,008 + 0,283 0,031 0,975
Intercepto 1,497 £ 0,931 1,609 <0,001
Presencia de ayudantes (si) 1,064 + 0,468 2,273 0,02
Hembras
Tamario de nidada 0,091 + 0,210 0,436 0,663
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Contribucién al acicalado de los pichones

El comportamiento de acicalado fue realizado casi exclusivamente por la
hembra reproductora, independientemente de la presencia de ayudantes en el nido
(Figura 5.5), Se registré una excepciéon en nidos filmados con pichones de 8 dias de
edad, uno donde el macho reproductor estuvo acicalando el 25% del tiempo filmado.
El caso donde més se registr6 acicalado de un ayudante fue de un 2% del tiempo
filmado. En nidos con pichones de 4 dias las hembras pasaron, en promedio, 9,8 + 2,5
% y 8,7 + 3,2 % del tiempo de filmacién acicalando a los pichones en ausencia y
presencia de ayudantes, respectivamente. En nidos con pichones de 8 dias el patrén
fue similar, con un porcentaje de tiempo acicalando del 11,2 £ 3,7 % en nidos con

ayudantes y del 9,3 + 3,5 % en los nidos no asistidos.
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Figura 5.5: Graficos de cajas de la proporcion de tiempo que los individuos pasaron acicalando
a los pichones en funcién de su rol dentro del grupo (HR = hembra reproductora, MR = macho
reproductor, Ay = ayudante) sobre el total de tiempo de filmacién. Los graficos de la izquierda
corresponden a nidadas de 4 dias de edad sin ayudantes en el nido (a) y con ayudantes en el
nido (c), mientras que los gréficos de la derecha corresponden a nidadas de 8 dias de edad, sin

ayudantes (b) y con ayudantes (d).

Discusioén

En este Capitulo se evalud la contribucion individual a la defensa del nido a través
de la medicion de respuesta de reproductores y ayudantes frente a la manipulacién
experimental del riesgo de depredacion. Los resultados del experimento confirmaron
gue los Musicos son capaces de reconocer una potencial amenaza para el nido y
responder de manera diferencial, con mayor rapidez y agresividad frente al modelo de
predador que frente a un especie control. A nivel grupal, se observé una respuesta

mas intensa en nidos con ayudantes que en los nidos no asistidos y una interaccion
101



Juan Manuel Rojas Ripari 5. Rol en defensa y otros cuidados

significativa entre la presencia de ayudantes y el tratamiento. La mayor agresividad
hacia el modelo control en presencia de ayudantes sugiere que los grupos
cooperativos podrian presentar un comportamiento mas territorial en general, siendo
mas proclives a responder ante la presencia de intrusos aunque no representen una
amenaza para el nido. La latencia en la respuesta al predador no estuvo asociada a la
presencia de ayudantes. Esto podria atribuirse al hecho de que el modelo fue
presentado a corta distancia del nido y, en la mayoria de los casos, los adultos se
acercaron rapidamente a examinarlo independientemente de si se trataba de la pareja
reproductiva sola o con ayudantes. Tampoco se observo una asociacion significativa
entre el nivel de respuesta y el numero de pichones en el nido pese a que era de
esperar un ajuste en el comportamiento anti-predatorio en funcion del valor

reproductivo de la nidada (Montgomerie y Weatherhead 1988).

Los resultados contrastan con otros estudios donde si se observé un efecto
positivo de los ayudantes sobre la defensa del nido (Arnold et al. 2005, Griesser y
Ekman 2005, Groenewoud et al. 2019). Una posibilidad es que exista un efecto
compensatorio, donde uno o0 ambos individuos reproductores disminuyen su respuesta
en los nidos asistidos (Hatchwell 1999, Heinsohn 2004). Sin embargo, el andlisis de la
respuesta a nivel individual no apoya esta idea. Por un lado, los ayudantes mostraron
la menor participacion en la respuesta, con una mayor latencia en aproximarse al
predador y una menor frecuencia de ataques comparados con la hembra reproductora.
El nivel de respuesta de los ayudantes fue menor también que el de los machos
reproductores aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, lo cual
pareceria deberse a una baja potencia del modelo. Por otro lado, no se encontraron
evidencias de que los machos y hembras reproductores reduzcan su inversién en
respuesta antipredatoria cuando son asistidos por ayudantes. Por el contrario, las
hembras reproductoras en nidos con ayudantes mostraron una mayor intensidad en la
respuesta que las hembras no asistidas. Este resultado fue inesperado, pero un
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incremento en la contribucién de los reproductores en los nidos asistidos ha sido
reportado previamente en otras especies, en relacion a la defensa del nido en
Acrocephalus sechellensis (Groenewoud et al. 2019) y a la entrega de alimento en
Cyanopica cyanus (Valencia et al. 2006). En el caso de A. sechellensis, se observo
que frente a la simulacién experimental de un mayor riesgo de depredacion, machos y
hembras dominantes atacaron mas frecuentemente al predador cuando estuvieron en
presencia de ayudantes subordinados que cuando estuvieron solos (Groenewoud et
al. 2019). Los autores atribuyen esto a que los individuos podrian ser mas proclives al
riesgo de enfrentarse al depredador cuando cuentan con el apoyo del grupo
(Groenewoud et al. 2019). Otra explicacion posible para la mayor respuesta de las
hembras de Musico en los nidos con ayudantes es que estas nidadas tengan un mayor
valor reproductivo para las hembras reproductoras que las nidadas no asistidas. Por
ejemplo, si los nidos con ayudantes tienen mayores chances de sobrevivir a la
depredacién (Capitulo 6), podria ser mas beneficioso para la hembra incrementar su
inversion parental en esa nidada que ahorrar esfuerzo para un evento reproductivo

futuro (Lloyd et al. 2009).

Cabe sefialar que los datos mostraron una gran variabilidad en la respuesta
individual frente al predador dentro de los distintos roles. Esta variabilidad sugiere que
otros factores no incluidos en el andlisis afectan la respuesta hacia los modelos,
oscureciendo o confundiendo la relacién entre la presencia de ayudantes y la inversion
parental. A futuro, incorporar informacion acerca de la condicién fisica y edad de los
individuos puede ayudar a entender mejor la variabilidad en la respuesta frente al
riesgo de depredacion y evaluar si ésta se relaciona con costos diferenciales del
cuidado parental segun el estatus dentro del grupo (Legge 2000, Ibafiez-Alamo et al.
2015, Beaugeard et al. 2019). Si bien el experimento permitié cuantificar la respuesta
frente al riesgo de depredacion, los resultados muestran una “foto” del comportamiento
de los reproductores y ayudantes, por lo que a futuro seria Gtil estudiar la contribucion
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de los ayudantes a la defensa del nido incorporando también las tareas de vigilancia y
los comportamientos defensivos en distintas etapas del ciclo de nidificacion. Esto
permitiria determinar si los ayudantes desempefian un papel mas importante como
centinelas que en la respuesta directa frente a los depredadores durante la etapa de
pichones (Rojas Ripari, observacion personal) y cual es su contribucién a la defensa
de las crias después que estas salen del nido. La depredacién es una de las
principales causas de mortalidad en la etapa juvenil (Lloyd et al. 2009), y hay
evidencias de que este puede ser un costo reproductivo sustancial para los Musicos.
El seguimiento de juveniles de Mdusico instrumentados con radio-transmisores reveld
gue la depredacién tanto por ofidios (Philodrias sp.) como por rapaces oportunistas
(Caracara plancus) fue la principal causa de mortalidad en los primeros dias fuera del
nido (Rojas Ripari et al., datos no publicados). Es notable que el tamafio de los grupos
sociales en el Musico suele aumentar durante la etapa juvenil por el reclutamiento de
ayudantes adicionales (Fraga 1991, Ursino et al. 2011), y que los adultos ejercen una
marcada vigilancia de los juveniles, respondiendo inmediatamente con llamadas de
alarma y despliegues agresivos a cualquier intento de acercamiento al grupo (Rojas
Ripari, observacion personal). Cabe la posibilidad entonces de que la contribucion de
los ayudantes al cuidado de las crias sea mas importante en esta etapa que mientras

los pichones estan en el nido.

Los resultados aqui presentados indican marcadas diferencias en la
contribucién al cuidado de las crias entre reproductores y ayudantes, con una baja
contribucién de estos Ultimos tanto en la respuesta anti-predatoria como en el
aprovisionamiento del nido (Capitulo 4). Con respecto a los reproductores, no se
detectaron diferencias entre los sexos en el nivel de respuesta al predador tanto en
nidos sin ayudantes como en los nidos asistidos, aunque en estos Ultimos hubo una
tendencia hacia un mayor numero de ataques por parte de la hembra. La asimetria en
la inversibn es mas pronunciada cuando se consideran otras actividades de cuidado
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parental como el acicalado de los pichones, que fue realizado casi exclusivamente por
la hembra reproductora. Este comportamiento es fundamental para reducir la
incidencia de ectoparasitos como las larvas de Philornis, que pueden tener un impacto
importante sobre el crecimiento y supervivencia de los pichones (Rabuffetti y
Reboreda 2007, Segura y Reboreda 2007, Quiroga y Reboreda 2012), por lo tanto
resulta llamativo que no haya una participacion mayor del macho reproductor y los
ayudantes en esta tarea. En especies como el Musico, donde soélo las hembras
realizan el empolle de la nidada, son ellas las que estdan mas expuestas a los
ectoparasitos y patdgenos presentes en el nido y, por lo tanto, las que mas se
benefician de la inversién en tareas de higiene. El patron observado es consistente
con otros estudios que muestran que la inversion en dichas tareas suele estar
fuertemente sesgada hacia el sexo que empolla (Pacheco et al. 2008, Chazarreta et al.
2011, Guigueno y Sealy 2012, Bolopo et al. 2015). Bolopo et al. (2015) demostraron
recientemente un compromiso entre la inversion en limpieza y aprovisionamiento del
nido en Corvus corone corone. En este estudio, suplementaron con alimento a grupos
sociales y encontraron que las hembras redujeron el tiempo dedicado al acicalado de
los pichones y a la higiene del nido cuando tuvieron acceso a mas alimento, lo cual
correlaciond a su vez con una mayor tasa de entrega de alimento (Bolopo et al. 2015).
Los autores proponen que los individuos suplementados estarian sujetos a un menor
riesgo de transmision de parasitos dada su mejor condicion fisica, lo que le permitiria a
las hembras destinar menos esfuerzo a la higiene en favor de otras actividades
(Bolopo et al. 2015). Este tipo de compromisos energéticos entre las tareas de cuidado
parental revelan un panorama complejo respecto de las interacciones dentro de los
grupos sociales, donde distintos factores ecolégicos pueden afectar la toma de
decisiones sobre el cuidado de las crias (Groenewoud et al. 2019, ibafiez-Alamo et al.

2015).
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Los resultados de este capitulo aportan informacion original acerca de la
contribucion relativa de reproductores y ayudantes a la defensa del nido y el acicalado
de los pichones, dos importantes tareas de cuidado parental que han recibido poca
atencion en los estudios sobre cria cooperativa. Este enfoque mas integrado es
fundamental para responder la cuestion de cdmo y cuanto ayudan los ayudantes y qué
efecto tiene la cria cooperativa sobre la inversién parental. Claramente, son necesarios
mas trabajos experimentales que manipulen factores como la disponibilidad de
alimento, el riesgo de depredacién y los costos del cuidado parental para comprender
mejor los patrones observados en el Musico, donde los ayudantes muestran una baja
contribuciéon relativa y no tienen un efecto claro sobre la inversion de los
reproductores, pese a estar generalmente emparentados con los beneficiarios de la

ayuda.
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Capitulo 6.

Beneficios de la cria cooperativa para
los pichones de Musico y Tordo Pico
Corto

Introduccion

Una cuestion fundamental para comprender la evolucién y el mantenimiento de
la cria cooperativa es determinar qué beneficios tiene este comportamiento para los
receptores de la ayuda. Este tema ha sido objeto de numerosos estudios a campo,
incluyendo algunos de los trabajos a mas largo plazo en ecologia del comportamiento

de poblaciones de aves silvestres (Cockburn 1998, Koenig y Dickinson 2004).

Entre los potenciales beneficios de la ayuda en el nido, los mas estudiados han
sido el incremento del éxito reproductivo actual o la supervivencia y éxito futuro de los
reproductores (Emlen y Wrege 1991, Innes y Johnston 1996, Legge 2000, McGowan
et al. 2003, Doerr y Doerr 2007, Cockburn et al. 2008, Kingma et al. 2010). También se
ha visto que la ayuda en el nido resulta beneficiosa para las crias, en términos de
mejorar la condicion fisica con la que salen del nido (Dickinson et al.1996, Hatchwell
2004, Wright 1997, Wright et al. 2010) Las consecuencias en términos de fitness de
estos beneficios nutricionales de los ayudantes aun estan lejos de ser comprendidas,
debido en gran parte a las dificultades metodologicas que implica seguir el destino de
los juveniles desde que salen del nido hasta la adultez (Cox et al. 2014). Sin embargo,
existe cada vez méas evidencia de que las condiciones en el ambiente de crianza
pueden tener efectos a mediano y largo plazo sobre la supervivencia o el éxito
reproductivo (Brouwer et al. 2012, Caffrey 2000, Green y Cockburn 2001, Hatchwell
2004, Heinsohn 2004, Jones et al. 2016, Mumme et al. 2015). En particular, una

revision reciente sugiere que la masa corporal al dejar el nido y el largo del ala serian
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determinantes de la supervivencia en la etapa juvenil, por estar dichas variables
asociadas a la capacidad de escapar del ataque de potenciales predadores (Naef-

Daenzer y Griebler 2016).

Ademas, la cria cooperativa puede ser beneficiosa para los reproductores y su
progenie reduciendo el riesgo de predacion de los nidos, aunque este efecto no esta
del todo claro (Koenig et al. 2016). Hay estudios que muestran que los nidos asistidos
son defendidos con mayor intensidad contra potenciales depredadores y esto se ve
reflejado en una mayor tasa de supervivencia (Clarke y Fitzgerald 1994, Poiani 1997,
Vera 2010). En otros casos, los ayudantes no participan en la defensa del nido, pero
su aporte mejora el aprovisionamiento de los pichones, lo cual resulta en una
reduccion de los llamados de pedido de alimento que, a su vez, hace que el nido sea
menos conspicuo y susceptible a ser depredado (Raihani et al. 2010; Rubenstein y
Abbot 2017). Otro mecanismo por el cual la presencia de ayudantes puede favorecer
la supervivencia del nido es que grupos mas grandes presenten una mayor
coordinacién en la entrega de alimento, lo que disminuye la frecuencia de visitas al
nido y, en consecuencia, las chances de ser detectados por un potencial predador
(Raihani et al. 2010, Shen et al. 2016). Sin embargo, también existen casos donde la
defensa cooperativa del nido no se refleja en una mayor supervivencia del mismo

(Hatchwell et al. 2013, 2016).

El sistema Musico - Tordo Pico Corto provee un interesante modelo para
explorar estas cuestiones. La presencia de un pichén pardsito en la nidada genera un
ambiente desfavorable para los pichones del hospedador porque implica una mayor
competencia por el alimento (Lichtenstein y Deaborn 2004, Ursino 2016), pero también
puede conducir a un mayor riesgo de depredacion de los nidos debido a sus intensas
vocalizaciones de pedido de alimento (Lichtenstein et al. 2004). Si los ayudantes

contribuyen a generar un ambiente nutricional mas favorable o mejoran la
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supervivencia del nido se abre la posibilidad de que la cria cooperativa beneficie tanto
a los pichones del hospedador como a los parasitos, algo que apenas ha sido
investigado (Baglione y Canestrari 2016). Por el momento, no hay informacion
consistente respecto de un posible efecto de los Musicos sobre la condicién de los
pichones y la supervivencia de los nidos. En el Capitulo 3 no se encontré una
asociacion entre la presencia de ayudantes y la tasa de aprovisionamiento del nido,
pero estudios anteriores indican una asociacion positiva entre el tamafio de grupo y las
tasas de entrega (Fraga 1991, Ursino et al. 2011), y sugieren un ajuste en la
contribucién de los ayudantes en funcién de un incremento de la demanda de alimento
en los nidos parasitados (Ursino et al. 2011). Por otro lado, no esta claro tampoco si la
presencia de ayudantes puede incidir en el éxito del nido. Un estudio preliminar no
encontré una asociacion entre supervivencia de nido y tamafio de grupo, pero esos
resultados se basan en relativamente pocos nidos de una sola temporada reproductiva

(Ursino, datos no publicados).

La pregunta que aborda este capitulo es si la cria cooperativa puede tener
efectos beneficiosos en términos de mejorar el crecimiento de los pichones de Musico
y Tordo Pico Corto y la supervivencia de los nidos. Si se plantea la pregunta desde el
punto de vista del hospedador, la hip6tesis a evaluar es que el aporte de los ayudantes
mitiga la competencia dentro de la nidada, por lo tanto se espera que los pichones de
Musico crezcan mas rapido y alcancen una mayor masa corporal en los nidos
asistidos. Desde el punto de vista del Tordo Pico Corto, la hip6tesis es que los
pichones parasitos podrian beneficiarse de una mayor disponibilidad de alimento en
los nidos asistidos si son capaces de monopolizar esos recursos adicionales. Bajo esta
hipotesis se espera que los pichones de Tordo Pico Corto crezcan mas rapido y
alcancen una mayor masa corporal en presencia de ayudantes. Por ultimo, bajo la
hipotesis de que la cria cooperativa reduce el riesgo de depredacion de los nidos, se
espera que los nidos con ayudantes tengan una mayor tasa de supervivencia que los
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nidos no asistidos. De corroborarse este efecto, beneficiaria por igual a los pichones

de Musico y Tordo Pico Corto.

Métodos

Efecto de los ayudantes sobre el crecimiento corporal de los pichones

Para examinar si los patrones de crecimiento de los pichones tanto parasitos
como del hospedador se ven afectados por la cria cooperativa se utilizaron datos de
masa corporal obtenidos durante las temporadas reproductivas 2015-2016, 2016-
2017, 2017-2018 y 2018-2019 como se detalla en el Capitulo 2 (Metodologia general).
Durante esas cuatro temporadas todos los pichones de los nidos monitoreados fueron
medidos (n = 84), pero solo se incluyeron en el andlisis aquellos para los cuales se
registraron mas de 7 mediciones (n = 56; 66%), a fin de obtener una estimacion mas
precisa de los pardmetros de crecimiento. Se realizé un ajuste del modelo de Richards
utilizando la parametrizacion propuesta en Tjgrve y Tjgrve (2010) y Svagelj et al.

(2019):

1

[—Kxledad—cl)y 1-d
i

donde Y es el valor de masa corporal (en g) en funcién de la edad (en dias), A es la
asintota superior 0 masa corporal asintética (en g), k es la tasa maxima de crecimiento
(en dias™), ¢ es el punto de inflexion o edad de maximo crecimiento y d es un

parametro de forma tal que d**¢

es el valor de crecimiento relativo en el punto de
inflexién. ElI modelo fue ajustado por maxima verosimilitud usando el paquete nime
(Pinheiro et al. 2018) en R 3.4.2 (R Core Team 2017). El modelo no lineal incluy6 la
identidad de los pichones y del nido como factores aleatorios. Se realizé un modelo
para cada especie por separado (hospedador y pardsito) y se incorporaron como

factores fijos la presencia de ayudantes en el nido, la cantidad de pichones parasitos y
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el tamafio total de nidada sobre todos los parametros, excepto el pardmetro de forma d
que se asumio constante para cada especie. La cantidad de parésitos fue analizada de
manera categérica tomando valores entre 0 y 2 al analizar el crecimiento de los
Musicos y 1-3 analizando el crecimiento de los Tordos Pico Corto (los nidos con 3
pichones parasitos corresponden a casos donde no eclosionaron Musicos). El ajuste y
validez de los modelos fueron analizados mediante la exploracion de los residuos y de

la presencia de heterocedasticidad.

Efecto de los ayudantes sobre la supervivencia de la nidada

Para analizar la relacion entre la cria cooperativa y la supervivencia de la
nidada se tuvieron en cuenta soélo los nidos que llegaron a la etapa de pichones dado
que la presencia de ayudantes es muy poco frecuente antes de la eclosion (<10%). En
el andlisis se tuvieron en cuenta solo los nidos exitosos o depredados (n = 85). Los
nidos que fracasaron por otras causas tales como tormentas severas, 3mortalidad de
los adultos o alta carga de ectoparasitos fueron excluidos (n = 3). Se registraron 12
casos de nidos exitosos donde algun pichén murié. En 3 casos fueron por fuerte (2 y 3
dias) asincronia, dos fueron encontrados en el suelo debajo del nido, uno por
enfermedad (manchas en la piel), otro atacado por acaros y 5 casos donde no se logro
establecer los motivos. Considerando que en la mitad de los eventos las causas
puedan estar desligadas del cuidado parental, no fue evaluado el efecto de la cria

cooperativa sobre la reduccion de nidada.

Utilizando el paquete gimmTMB (Brooks et al. 2017) en R 3.4.2 (R Core Team
2017) se construydé un GLMM con distribucién Bernoulli (enlace logit) con el éxito del
nido como variable respuesta dicotomica (exitoso/depredado) e incorporando como
variables explicativas la presencia de ayudantes, el nimero de pichones parasitos y la
fecha de inicio del nido. Esta ultima fue definida como el dia juliano en el que fue

puesto el primer huevo del hospedador, a partir del primer registro de puesta de cada
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temporada. La temporada reproductiva fue incluida como factor aleatorio. La validez y
ajuste del modelo fueron evaluados mediante el estudio de los residuos observados

versus predichos e indicadores de dispersion.

Resultados

Efecto de los ayudantes sobre el crecimiento de los pichones

El analisis del crecimiento de los pichones de Musico no mostré un efecto
significativo de la presencia de ayudantes sobre los pardmetros de crecimiento (Tabla
6.1). Los tres parametros estuvieron afectados negativamente por el parasitismo de
cria (Tabla 6.1, Figura 6.2a). En promedio, los pichones de Mdusico criados con dos
pichones de Tordo Pico Corto sufrieron una reduccién del 14% en su masa corporal
asintética en comparaciéon con las nidadas de parasitismo simple (t-ratio = 3,84; P <
0,001) y sin parasitismo (t-ratio = 2,67; P = 0,02). No se registraron diferencias en
nidadas con parasitismo simple o sin pichones de Tordo (t-ratio = 0,009; P = 1).
También se registr6 una mayor tasa de crecimiento maximo (0 vs 1: t-ratio = -1,59 P
=0,25; 1 vs 2: t-ratio = -0,01 P = 0,03; 2 vs 0: t-ratio = -0,01 P = 0,008) y menor edad
en punto de inflexiéon en nidos con dos pichones de tordo ( O vs 1: t-ratio = -1,59 P =
0,25; 1 vs 2: t-ratio = -1,59 P = 0,25; 2 vs 0O: t-ratio = -1,59 P = 0,025). El tamafio de
nidada tuvo un efecto negativo significativo sobre la tasa de maximo crecimiento
(Tabla 6.1). En el modelado del crecimiento de los pichones de Tordo Pico Corto,
ninguna de las variables explicativas incluidas en el modelo tuvo efecto significativo

sobre los parametros de crecimiento (Tabla 6.2).
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Tabla 6.1: Resumen de los modelos para evaluar el efecto de la presencia de ayudantes sobre

el crecimiento de los pichones de Mdusico (n = 107). Para cada parametro de la curva de

crecimiento se indican los coeficientes estimados por el modelo con su correspondiente error

estandar (Intercepto). A = masa asintética (en g), K = tasa maxima de crecimiento (en dias), ¢

= edad en el punto de inflexion (en dias), d = parametro de forma (constante = 2,09 + 0,16). En

las columnas se muestran los coeficientes y error estdndar para cada variable y co-variable

explicativa incluida en el modelo. Las categorias “sin ayudantes” y “0O pichones parasitos”

fueron tomadas como niveles de referencia. Los términos significativos estan resaltados en

negrita (P < 0.05).

Numero de parasitos

Parametro de Presencia de Tamafio de
o Intercepto . .
crecimiento ayudantes (si) 1 pichon 2 pichones nidada
A 359+31 -0,14 + 1,23 -0,02+1,72 -5,70 + 2,15 0,31+ 0,67
K 0,13+0,01 -0,003 £ 0,003 0,007+0,006 0,018 £0,006 -0,004 +0,002
c 5,04 £0,41 0,014 + 0,16 -0,048+0,204  -0,76 + 0,29 0,002 + 0,108

Masa (g

Edad (dias)

Figura 6.1: Curvas de crecimiento estimadas para los pichones de musico en nidos

parasitados con 0-2 pichones de Tordo Pico Corto (TPC). Los puntos de cada curva

representan la media + desvio estandar de la masa corporal.
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Tabla 6.2: Resumen de los modelos para evaluar el efecto de la presencia de ayudantes sobre
el crecimiento de los pichones de Tordo Pico Corto (n = 47). Para cada parametro de la curva
de crecimiento se indican los coeficientes estimados por el modelo con su correspondiente
error estandar (Intercepto). A = masa asintética (en g), K = tasa maxima de crecimiento (en
dias?), c = edad en el punto de inflexion (en dias), d = parametro de forma (constante = 2,56 +
0,24). En las columnas se muestran los coeficientes y error estandar para cada variable y
covariable explicativa incluida en el modelo. Las categorias “sin ayudantes” y “1 pichones
parasito” fueron tomadas como niveles de referencia. Los términos significativos estan

resaltados en negrita (P < 0.05).

Numero de parasitos

Parametro de Presencia de Tamafio de
Intercepto
crecimiento ayudantes (si) 2 pichones 3 pichones nidada
A 39,9+4,0 -2,22 £ 1,66 -0,02+1,72 -5,57 £ 3,51 0,14 £ 0,89
K 0,16 + 0,01 -0,006 + 0,005 0,003+0,006 -0,012+£0,009 -0,003 + 0,003
c 5,04 £0,41 0,014 £ 0,16 -0,06+0,19 -0,46 £ 0,36 0,033 £ 0,091

Efecto de los ayudantes sobre la supervivencia del nido

De los 84 nidos que alcanzaron lograron tener pichones de méas de 4 dias y
fueron incluidos en el andlisis, 25 (28%) fueron depredados (Tabla 6.3). De estos, 6
tuvieron ayudantes y 19 cuidado no cooperativo. Se encontré una asociacion negativa
entre la probabilidad de que el nido sea depredado y la presencia de ayudantes,
mientras que el nimero de pichones parasitos, el tamafio de nidada y la fecha de inicio
del nido no estuvieron asociados significativamente al riesgo de depredaciéon (Tabla

6.4).
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Tabla 6.3: Detalle de la muestra usada para el andlisis de supervivencia de nidos. Se muestra
el numero de nidos depredados y exitosos segun tuvieron o no ayudantes, desglosados por

temporada reproductiva.

Temporada Nidos con ayudantes Nidos sin ayudantes Total
reproductiva : ,
Depredados Exitosos Depredados  Exitosos
2015-2016 1 8 4 8 21
2016-2017 2 9 1 7 19
2017-2018 1 11 5 7 24
2018-2019 2 5 9 8 24
Total 6 33 19 30 84

Tabla 6.4: Resumen del GLMM para evaluar el efecto de la presencia de ayudantes sobre la y
significancia. La categoria “sin ayudantes” tomé el valor de referencia en el intercepto . Los
valores supervivencia del nido. Se indica el estimador para cada término del modelo con su

error estandar, estadistico significativos se resaltan en negrita (P < 0.05).

Parametro del modelo Est £+ EE z P
Intercepto 0,396 + 1,072 0,369 0,712
Presencia de ayudantes (si) -1,16 £ 0,55 -2,13 0,036
Numero de pichones parasitos -0,092 + 0,329 -0,279 0,781
Tamafo de nidada -0,061 + 0,223 -0,273 0,784
Fecha de inicio del nido -0,013+ 0,016 -0,819 0,413
Discusion

Los resultados presentados en este capitulo no apoyan la idea de que la cria
cooperativa tenga beneficios nutricionales para los pichones, tanto de Musico como de
Tordo Pico Corto, dado que no se encontré6 una asociacion entre la presencia de
ayudantes y el crecimiento y condicién fisica de las crias. La ausencia de un efecto de
los ayudantes sobre el crecimiento es consistente con los datos obtenidos en el

Capitulo 4, donde se vio que el aporte de los ayudantes al aprovisionamiento no tiene
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un efecto significativo sobre la tasa de entrega total y tampoco contribuye a hacer mas
equitativa la distribucion del alimento dentro de la nidada. Algo parecido se observo en
un estudio previo controlando el tamafio y composicién de las nidadas, donde la tasa
de entrega y el crecimiento de los pichones no estuvieron asociados al tamafio de
grupo (Ursino 2016). Una posible explicacion para estos resultados negativos es que
la ayuda en el nido sea flexible, y los ayudantes sélo realicen un aporte sustancial al
aprovisionamiento, con un potencial efecto positivo sobre el crecimiento de los
pichones, cuando la demanda de la nidada excede un cierto umbral (Reyer y
Westertwerp 1985). Pese a que en este trabajo de tesis se intenté generar una
situacion de alta demanda armando nidadas de 4 pichones de Musico y 2 de Tordo
Pico Corto, las fallas en la eclosion y pérdida de huevos ocurridas naturalmente,
hicieron dificil controlar el tamafio final, que fue inferior al deseado. Seria muy util, en
el futuro, realizar estudios experimentales donde se manipule el tamafio de la nidada o
los costos fisioldgicos de la entrega de alimento para los reproductores (por ejemplo,
colocandoles pequefias pesas para disminuir la performance de la propia
alimentacion), a fin de evaluar si la contribucion de los ayudantes hace una diferencia

en condiciones de alta demanda de esfuerzo parental.

Por otra parte, se encontr6 que los pichones de Musico crecen igualmente bien
en nidadas no parasitadas o con parasitismo simple de Tordo Pico Corto, pero
alcanzan una masa corporal menor cuando conviven con dos pichones parasitos. Esta
asociacion negativa entre la masa corporal y la intensidad de parasitismo no habia
sido detectada previamente (De Marsico y Reboreda 2014). Es probable que la
discrepancia se deba a los métodos de analisis usados en esta tesis, que permitieron
obtener estimaciones mas precisas de los parametros de crecimiento. Queda por
investigar a futuro si abandonar el nido con una masa corporal menor tiene
consecuencias para el fitness de los Mdusicos, como sugieren estudios en otras
especies (Naef-Daenzer y Griuebler 2016), o si las diferencias pueden ser
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compensadas durante la etapa juvenil, quizas incluso por el aporte de los ayudantes

€en esa etapa.

Los datos obtenidos sugieren gque la presencia de ayudantes podria tener un
efecto sobre la supervivencia de los nidos frente a la depredacion. En el Capitulo 5 no
se encontrd un aporte significativo de los ayudantes en la defensa activa frente a un
potencial depredador, pero no se puede descartar que la cria cooperativa esté
asociada a niveles mas altos de vigilancia (Rojas Ripari, observacion personal).
Alternativamente, la asociacion encontrada podria deberse a un efecto confundido de
otras variables que influyen en el riesgo de depredacién y pueden correlacionar con el
tamafio de grupo. La calidad del territorio puede incidir en el riesgo de depredacion si
una mayor disponibilidad de recursos permite a los individuos saciar la demanda de
alimento sin afectar los niveles de vigilancia. Siguiendo con esta idea, una asociacion
positiva entre la presencia de ayudantes y la supervivencia de los nidos podria surgir
no por un efecto de los ayudantes en si, sino como consecuencia de que los grupos
reproductivos con ayudantes ocupan territorios de mejor calidad (Ridley, 2012) o las
parejas en sitios subdéptimos reclutan menos ayudantes (Mumme et al. 2015,
Fitzpatrick y Bowman 2016). Investigar la relaciébn entre cria cooperativa y
supervivencia de nidos teniendo en cuenta la calidad del territorio y las caracteristicas
fisicas del sitio de nidificacién puede ayudar a separar el efecto de la ayuda en el nido

de otras variables (e.g. Groenewoud et al. 2019).

El hecho de que la presencia de ayudantes esté relacionada con una mayor
supervivencia de los nidos revela un posible beneficio de la cria cooperativa para el
Tordo Pico Corto (Feeney et al. 2013, Baglione y Canestrari 2017, Wells y Barker
2017). Es interesante sefialar que el Tordo Pico Corto utiliza como hospedadores
secundarios a otros ictéridos con cria cooperativa (Mermoz y Fernandez 2003, Di

Giacomo y Reboreda 2015). Lamentablemente, para estos hospedadores hay escasa
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informacién acerca de los posibles efectos de los ayudantes sobre los reproductores,
las crias y la supervivencia de los nidos. Investigar las interacciones entre cria
cooperativa y parasitismo de cria en estos otros hospedadores permitiria comprender

mejor la evolucion de estos sistemas (Wells y Barker 2017).
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Capitulo 7.
Discusioén general

El objetivo general de esta tesis fue estudiar el sistema de cria cooperativa en
el Mdsico y examinar posibles interacciones entre la ayuda en el nido y el parasitismo
de cria por el Tordo Pico Corto. El desarrollo de este trabajo no estuvo exento de
dificultades, como las altas tasas de depredacion de los nidos (~30% llegan a la etapa
de pichones y ~20% tienen éxito) y algunos problemas logisticos durante la labor a
campo. Pese a ello, fue posible obtener resultados novedosos y detallados acerca de
la organizacién social del Masico, la contribucion de los ayudantes al cuidado de las
crias y posibles beneficios de la cria cooperativa para el hospedador y el parasito. En
el presente capitulo se resumen las principales conclusiones y se proponen futuras

vias de investigacion para continuar indagando en este intrincado sistema.

Organizacion social

El andlisis de las relaciones de parentesco dentro de los grupos sociales
presentado en el Capitulo 3 mostr6 que los ayudantes son en su mayoria machos
emparentados sélo con el macho reproductor o, en menor medida, con ambos
miembros de la pareja reproductiva. Esto indica que la ayuda ocurre principalmente
dentro de grupos familiares que podrian formarse por filopatria natal de los machos, o
bien por el reclutamiento de ayudantes machos en nidos de parientes cercanos a
posteriori de la dispersién. Esta organizacion social sugiere que la obtenciéon de
beneficios indirectos para los ayudantes juega un papel importante en el
mantenimiento de la cria cooperativa en el Mdsico. Por otro lado, no se encontraron
evidencias de que los ayudantes compartan la maternidad/paternidad de las crias con

la pareja reproductiva, y solo se detecté un caso de un ayudante que fue el padre
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genético de un pichén en un nido distinto de aquel en el que ayudd. Estos resultados
indican que los ayudantes no estarian obteniendo beneficios genéticos directos de la
ayuda, y refuerzan la idea de que el sistema social del Musico estd moldeado
principalmente por la seleccion por parentesco. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que podrian existir otros beneficios directos (no reproductivos) que estén
favoreciendo el comportamiento de ayuda en el nido. Examinar a futuro la ocurrencia
de este tipo de beneficios seria de gran utilidad para explicar por qué a veces se
reclutan ayudantes no emparentados con los receptores de la ayuda, y por qué la
reproduccion dentro de los grupos sociales estd tan sesgada hacia la pareja

reproductiva, tal como sugieren los datos presentados.

Cabe senalar que, si bien el predominio de la ayuda dentro de grupos
familiares es consistente con la idea de que estd operando la seleccion por
parentesco, demostrar este mecanismo requiere determinar si la ayuda entre parientes
surge de manera activa o es una consecuencia pasiva de una estructuracién genética
a fina escala en la poblacién que favorece las interacciones entre parientes cercanos.
Investigar la existencia de dicha estructuracién genética fue uno de los objetivos de
esta tesis, pero los resultados obtenidos no fueron concluyentes al respecto. Los
analisis de autocorrelacion espacial no mostraron una asociacion significativa entre el
grado de parentesco y la distancia geogréfica para ninguno de los sexos, con lo cual
no es posible afirmar o negar que se esté en presencia de una poblacién viscosa. Los
resultados negativos pueden deberse a que los rangos de distancia evaluados
exceden las distancias a las que los Musicos dispersan o se desplazan entre
temporadas reproductivas, o bien a que el andlisis no tuvo la potencia suficiente para
detectar patrones a nivel poblacional. Para resolver estas limitaciones, se podria
repetir el andlisis incluyendo datos de capturas y re-avistajes de individuos marcados,
obtenidos como parte de otros proyectos de investigacion sobre la poblacion de

estudio. Esto permitiria mejorar la precision en las estimaciones de las distancias a las
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gue los individuos de ambos sexos dispersan del territorio natal o se desplazan entre
temporadas reproductivas, e incrementar la potencia de la prueba para detectar una

estructuracion genética en caso de que esta exista.

¢,Cuanto ayudan los ayudantes y qué efecto tienen sobre el
esfuerzo parental?

Los resultados presentados en los Capitulos 4 y 5 aportan informacién original
acerca de la contribucién relativa de los ayudantes al cuidado parental. El enfoque
utilizado, que incluyé las tareas de aprovisionamiento del nido, defensa frente a
potenciales predadores e higiene de los pichones, permitié6 evaluar de manera mas
integral como y cuanto contribuyen los ayudantes. Los resultados muestran que el
aporte de los ayudantes al aprovisionamiento fue relativamente bajo (menos del 20%
de las entregas) y no hubo diferencias significativas en la tasa de entrega de alimento
per capita entre nidos con y sin ayudantes. Con respecto al aporte a la defensa del
nido, el experimento de presentacion de modelos también mostr6 una participaciéon
menor de los ayudantes en comparacion con la pareja reproductiva. Sélo el 50% de
los ayudantes se aproxim6 al modelo de predador y menos del 10% del total de
ataques registrados fueron realizados por ayudantes. El sesgo en la contribucion fue
aun mas marcado cuando se analizé el acicalado de los pichones, que fue realizado

casi exclusivamente por la hembra reproductora.

El bajo aporte de los ayudantes al aprovisionamiento resulta llamativo si se
tiene en cuenta que suelen estar emparentados en primer o segundo grado con las
crias a las que asisten y, por lo tanto, podrian incrementar sus beneficios indirectos a
través de su contribucién. Una posible explicacion puede ser que el aporte de los
ayudantes solo sea significativo bajo determinadas condiciones, como por ejemplo,
ante una menor disponibilidad de alimento o un incremento en la demanda de la
nidada mas alla de un cierto umbral. Alternativamente, puede ser que la minima ayuda

en el nido esté funcionando como una sefial para la pareja reproductiva, a modo de un
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“‘pago de renta’ que habilita a los ayudantes a permanecer en el territorio v,
eventualmente, obtener beneficios directos tales como ganar dominancia dentro del
grupo y acceder a un rol reproductivo. Mas alla de cuél sea la motivacién de los
ayudantes, es de esperar que estos enfrenten un compromiso entre los beneficios de
ayudar y los costos del cuidado parental que determine su nivel de inversién. Un
préximo paso seria investigar estos posibles compromisos, por ejemplo, manipulando
experimentalmente el tamafio de la nidada o los costos de forrajeo de los
reproductores para evaluar como varia el esfuerzo de los ayudantes. Por su parte, la
baja participacion en la defensa del nido durante el experimento también puede estar
reflejando un posible compromiso en la inversion de los ayudantes. Es posible también
que exista cierta division de tareas dentro del grupo, y los ayudantes tengan una
mayor participacion en actividades como la vigilancia del nido, mas que en la defensa
activa frente a un potencial predador. Por dltimo, estos resultados dejan abierta la
pregunta de si los ayudantes no tendran un rol mas importante en el cuidado parental

luego de que los pichones salen del nido.

Los resultados no mostraron una relacion clara entre la presencia de ayudantes
y el esfuerzo parental de los reproductores que evidencie efectos aditivos o
compensatorios de la ayuda en el nido. Esto puede deberse a que la contribucion
relativa de los ayudantes fue tan baja que no tuvo incidencia sobre el esfuerzo de la
pareja reproductiva. También es posible que el efecto de los ayudantes haya estado
oscurecido, al menos en parte, por la varianza observada en los niveles de
contribucidn individual. A futuro, seria conveniente evaluar este efecto con un mayor
tamafio muestral y teniendo en cuenta otras fuentes de variacién que pueden afectar

los resultados, como por ejemplo, la disponibilidad de alimento en el territorio.

Beneficios de la cria cooperativa e interacciones con el
parasitismo de cria
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Uno de los objetivos de la tesis fue evaluar posibles beneficios de la cria
cooperativa para los pichones de Musico y Tordo Pico Corto. Los resultados
presentados en el Capitulo 6 no mostraron un efecto de los ayudantes sobre los
parametros de crecimiento de los pichones, lo cual es consistente con el hecho de que
la tasa de entrega de alimento per capita fue similar en nidos asistidos y con cuidado
no cooperativo. En conjunto, estos resultados indican que, bajo las condiciones de
este estudio, la pareja reproductiva fue capaz de satisfacer la demanda de alimento de

las nidadas, independientemente de la presencia de ayudantes.

Una de las hipétesis centrales de esta tesis es que la presencia de ayudantes
puede contribuir a mitigar los costos del parasitismo de cria para el hospedador. De
acuerdo con esta idea, se esperaba que en los nidos asistidos la distribucion del
alimento entre los pichones parasitos y del hospedador fuese mas equitativa, y que
esto se viera reflejado en un mayor crecimiento y/o masa corporal de los pichones de
Musico. Sin embargo, los resultados no mostraron una asociacion consistente entre la
presencia de ayudantes y la proporcion de entregas recibida por los pichones de
Musico versus los de tordo, y se vio que estos Ultimos lograron acaparar una mayor
proporcion de las entregas independientemente de la presencia de ayudantes. Por lo
tanto, no hay evidencias de que los ayudantes estén limitando la competencia dentro
de la nidada, al menos en las condiciones de los nidos usados para el analisis. Los
resultados indican que la competencia es costosa para los pichones de Mdusico,
guienes alcanzan una masa corporal significativamente menor cuando se crian junto a
dos pichones parasitos, en comparacion con nidadas con uno solo o ninguno. Seria
interesante estudiar qué consecuencias tiene a corto y largo plazo para los Musicos
salir del nido en peor condicion, y si la presencia de ayudantes durante la etapa juvenil

permite contrarrestar esos efectos negativos del parasitismo.
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Un resultado novedoso e interesante de la tesis es que la supervivencia de los
nidos frente a la depredacién fue mayor en presencia de ayudantes. Es importante
sefalar que esta asociacion no implica una relacion causal. La mayor supervivencia
podria deberse a un aumento en la defensa del nido a nivel grupal, como se encontré
en el Capitulo 5, pero también podria estar relacionada con diferencias entre los nidos
con y sin ayudantes en los patrones temporales de visitas al nido que pueden incidir
en la deteccion del nido por parte de potenciales predadores. Tampoco se puede
descartar que el efecto se deba a otros factores relacionados con el sitio de
nidificacion que correlacion con el tamafio de grupo. Por ejemplo, retomando el
concepto de “pago de renta”, si el comportamiento de ayuda es un precio a pagar para
permanecer en territorios de mejor calidad, puede ser que los ayudantes tiendan a
reclutarse donde es menos probable que ocurran eventos de predacion. Esto puede
estar definido por la calidad de los individuos reproductores o las caracteristicas del
sitio de nidificacion. Separar estos efectos seria el siguiente paso para determinar si 'y
cémo los ayudantes reducen el riesgo de depredaciéon. Un corolario interesante de
estos resultados es que la mayor supervivencia de los nidos asistidos representa un
beneficio también para el Tordo Pico Corto. Seguir explorando esta interaccién entre
cria cooperativa y parasitismo de cria puede ayudar a entender mejor la evolucion de
estos sistemas y, en particular, por qué el parasitismo de Tordo Pico Corto esta

sesgado a hospedadores con cria cooperativa.

Sintesis

Esta tesis aporta un estudio detallado del sistema social del Masico, que brinda
informacion novedosa acerca de la organizacion social que indica que la ayuda en el
nido ocurre principalmente en grupos familiares. También presenta, por primera vez,
datos acerca de la contribucion individual al cuidado de las crias segun el rol dentro

del grupo social, mostrando un aporte relativamente bajo de los ayudantes y un sesgo
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en la inversion parental hacia la hembra reproductora. La baja contribucién de los
ayudantes en los comportamientos medidos puede estar indicando que otros
mecanismos ademas de la seleccibn por parentesco estan operando sobre el
mantenimiento del sistema. La tesis representa un primer paso en el estudio de las
interacciones entre la cria cooperativa y el parasitismo de cria, un tema sobre el que
se ha llamado la atencidn recientemente y apenas ha sido investigado. Si bien no se
encontraron evidencias de que la cria cooperativa reduzca los costos del parasitismo
para el Musico, si se encontré una asociacion positiva entre la presencia de ayudantes
y el éxito de los nidos frente a la depredacion, lo que podria redundar en beneficios
tanto para el hospedador como para el parasito. Los resultados obtenidos abren
nuevos interrogantes acerca del rol que pueden jugar los ayudantes una vez que los
pichones dejan el nido y sefialan futuras lineas de investigaciéon que pueden ayudar a
comprender mejor la evolucién de sistemas sociales complejos, asi como a promover

el estudio de la cria cooperativa en especies de la region Neotropical.
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