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RESUMEN GENERAL

La importancia de las adaptaciones fijas como los principales
determinantes de la correspondencia entre los rasgos fenotipicos de un
organismo y el ambiente estd siendo cuestionada por la creciente atencion al
papel de las diferentes formas de plasticidad fenotipica como fuente de
adaptaciones. Si bien el marco teorico de plasticidad fenotipica esta bien
consolidado, existe un renovado interés en el andlisis de las potencialidades que
ofrece como puente entre la variacion en atributos a nivel individual y procesos a
otras escalas de organizacion. En este sentido, la flexibilidad en rasgos
comportamentales es interesante debido a que si bien muchas veces estos
forman la primera linea de respuesta de los organismos a los cambios en su
entorno, su variabilidad en este contexto ha sido poco estudiada. Las sefiales
acusticas son clave en las interacciones entre co- y heteroespecificos y su fenotipo
es influido por el ambiente tanto bidtico como abidtico en el cual las sefiales se
emiten. Existe evidencia creciente acerca de la capacidad de muchas especies de
modificar sus sefiales acusticas en respuesta a cambios en el ambiente. Esta tesis
se enfoca en el estudio de la flexibilidad fenotipica en la comunicacion acustica y
sus determinantes enddgenos (tamafio y condicion corporal) y exogenos
(estructura del ambiente y temperatura) en Hypsiboas pulchellus. Para esto se
propone en primer lugar una evaluacidn del estado del conocimiento en cuanto a
estudios de flexibilidad en rasgos acusticos y analizando el aporte potencial del
enfoque de plasticidad fenotipica para su comprension con énfasis el uso de la
teoria y herramientas cuantitativas que ofrece el marco teorico (Capitulo 2). Se
encontrd que existen pocos estudios que abordan la variabilidad en las sefiales
acusticas mediante las herramientas tedricas y cuantitativas unificadas, como lo
ofrece el marco de la plasticidad fenotipica. Ademads, existe un sesgo taxondmico
importante hacia aves e invertebrados, mientras que la gran mayoria de los
estudios exploran el ruido antropogénico como principal efector de tal
flexibilidad. Utilizando el canto de H. pulchellus como modelo de estudio, se
caracteriza el fendmeno de la flexibilidad fenotipica a través del estudio de los

atributos de su norma de reaccién en un gradiente ambiental experimental
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(Capitulo 3). Adicionalmente, se explora la asociacion entre la norma de reaccion
de un individuo y su condicidén corporal. La relaciéon entre el ambiente y las
sefiales acusticas es compleja, ya que el primero no sélo pauta los costos y
beneficios de la sefal, sino que a su vez, puede influir en el estado fisioldgico del
emisor. En este sentido, el estado fisioldgico y el ambiente (fisico y social),
afectan los procesos que generan variacién en el fenotipo de las sefales (Capitulo
3 Y 4). Por ultimo, se avanza en la relacion entre la estructura del canto y el
metabolismo, explorando el rol del tamafio corporal, la temperatura y la
condicion corporal de los individuos (Capitulo 4). A pesar de su importancia
tanto en aspectos ecologicos como evolutivos, el patron de flexibilidad fenotipica
en la comunicacién acustica, sus determinantes y consecuencias han sido
notablemente poco considerados hasta el momento. En esta tesis se propone un
abordaje abarcativo con la idea de responder a preguntas clave para avanzar en el

conocimiento del efecto de la flexibilidad en el canto de anuncio de H. pulchellus.
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CAPITULO

Introduccion general
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VARIABILIDAD EN RASGOS INDIVIDUALES

Existe un renovado interés en el estudio de la variacion individual, tanto a
nivel tedrico como metodoldgico (Martin et al. 20o1; Careau & Garland Jr 2012;
Dall et al. 2012; Mathot et al. 2012; van de Pol 2012; Dingemanse & Dochtermann
2013). Este se debe en gran parte a su potencial para contribuir a formar puentes
entre procesos a nivel individual (Badyaev 2005; Lloyd-Smith et al. 2005; Williams
2008) con los niveles poblacional (Cleasby, Nakagawa & Schielzeth 2015) y
comunitario (Schmitz, Beckerman & O’Brien 1997; Schmitz, Krivan & Ovadia
2004; McGhee, Pintor & Bell 2013), generando una visiéon integrativa que no
ignora la complejidad de los diferentes niveles de andlisis (Bolnick et al. 2003;
Vitousek, Zonana & Safran 2014). Buena parte de estos trabajos se centran en
atributos comportamentales, donde la variacion individual es afectada por, y a la
vez afecta mecanismos biologicos proximos (bioquimicos, fisioldgicos), procesos
ecologicos (interacciones a diferentes niveles) y evolutivos (Sih et al. 2010; Dall et
al. 2012). En este sentido, varios autores han sefalado que la variabilidad genética
ha concentrado la atencion de los investigadores debido a su conexién clara con
procesos selectivos, muchas veces sobrevaluando su “poder adaptativo” (Feder
2007; Williams 2008). Sin embargo, la variacion individual es importante debido
a que no todo el material genético se expresa y aquello que se expresa puede
hacerlo de manera diferente de acuerdo al contexto ambiental; procesos como la
plasticidad fenotipica o la asimilaciéon genética son reconocidos como
importantes en la generacion de variabilidad a nivel poblacional y especifico
(Agrawal 2001; Price, Qvarnstrom & Irwin 2003; Pigliucci, Murren & Schlichting

2006; Lande 2009).

Dentro del marco tedrico de la ecologia del comportamiento, las sefiales
son atributos clave que median las interacciones con co- y heteroespecificos, ya
que llevan informacién relevante sobre el emisor (Andersson 1994; Maynard
Smith & Harper 2003; Bradbury & Vehrencamp 2o011; Wilkins, Seddon & Safran

2013). Para ser informativa, una sefial debe indicar de manera clara la intencién o
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el probable desempeifio del individuo en un contexto ambiental y/o social dado
(Grafen 1990; Schluter & Price 1993; Maynard Smith & Harper 2003). Debido a
que el desempefio estd intimamente ligado al estado fisiologico del organismo
(Ricklefs & Wikelski 2002; Irschick et al. 2007; Hill 2011), aquellas sefiales o rasgos
comportamentales que estén mas estrechamente ligados a la fisiologia (por
ejemplo, a través de su dependencia de la condicion corporal) pueden dar
informacion ecoldgicamente relevante acerca de una variedad de aspectos del
fenotipo de un organismo tales como carga de parasitos (Hill, Doucet & Buchholz
2005; Lumpkin, Murphy & Tarvin 2014), respuesta inmune (Faivre et al. 2003),
resistencia al dafio oxidativo (Pérez-Rodriguez, Mougeot & Alonso-Alvarez 2010;
Alonso-Alvarez & Galvan 2011), mantenimiento de procesos a nivel celular (Hill

2011, 2014), calidad del esperma (Pitcher & Evans 2001; Locatello et al. 2006).

Por otra parte, se sabe que el ambiente (bidtico y abidtico) en el cual las
sefiales se emiten tiene un rol preponderante en la forma y coordinacion del
fenotipo de la sefial (Maynard Smith & Harper 2003; Schmidt, Dall & Van Gils
2010; Bradbury & Vehrencamp 2011; Vitousek et al. 2014). La relacion entre el
contexto y el comportamiento de un organismo es compleja, ya el primero no
solo pauta algunos de los costos y beneficios de la sefial, sino que a través de
procesos de retroalimentacion, puede influir en el estado fisiologico y
motivacional del emisor (Safran et al. 2008; Laubach et al. 2013; Vitousek, Stewart
& Safran 2013). En este sentido, el estado fisiologico y el ambiente (fisico y social),
afectan los procesos que generan variacion en el fenotipo de distintos tipos de
seflales (Safran et al. 2008; Rubenstein & Hauber 2008; Dall et al. 2012; Vitousek

et al. 2014).

Comportamiento y plasticidad reversible

La variacién en el fenotipo de las sefiales puede ser atribuida en muchos
casos al fendomeno de plasticidad fenotipica (ver Recuadro 2.1). En el marco de
plasticidad fenotipica, se distingue como flexibilidad fenotipica a las variaciones

reversibles, no ciclicas (Piersma & Drent 2003). A pesar de que los modelos
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cuantitativos de plasticidad han sido muy utilizados y bien desarrollados (Via et
al. 1995), practicamente no se han presentado trabajos que elaboren modelos
teodricos de plasticidad reversible (pero ver Piersma & Drent 2003 para un
ejemplo). Esto es reflejo de que la atencion principal ha estado en la plasticidad
del desarrollo, de naturaleza irreversible (Gabriel et al. 2005; Gabriel 2006;
Garland & Kelly 2006). Sin embargo, la teoria predice que en situaciones en las
que las condiciones ambientales cambian en escalas de tiempo mas cortas que la
vida de los organismos, aquellos individuos que presenten cambios reversibles en
aspectos tales como comportamiento, fisiologia o morfologia podrian encontrarse
frente a una ventaja selectiva (Levitan 1989; Duckworth 2009; Willmer, Stone &
Johnston 2009; Coppens et al. 2010). En este sentido, incorporar descripciones
completas de los tipos de plasticidad no clasicos, en este caso la flexibilidad
fenotipica, contribuird a la formacion de un marco tedrico mas inclusivo. La
descripcion de un fenomeno reversible implica no sdélo describir el estado del
atributo en funcion del ambiente, sino dar cuenta de su dindmica y cuales son sus
determinantes. En este contexto, generar informacion acerca de la plasticidad en
la comunicacion que considere los escenarios naturales interno (fisiologico) y
externo (condiciones ambientales y contexto social) de forma integrativa
(Dangles et al. 2009) ampliard nuestra comprension no sélo de las causas
subyacentes a la plasticidad, sino sobre la importancia relativa de los factores
genéticos y ambientales y la interaccion entre ambos en los atributos de las

sefales (Fuller, Sarkar & Crews 2005; Nussey, Wilson & Brommer 2007).
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Figura 1.1 Esquema que relaciona el eje Atributos Individuales-Desempefio-Comportamiento, en

interaccion con el contexto ambiental y el estado energético, modificado del paradigma “Fisiologia-
Desempefio-Comportamiento-Eficacia” (Garland Jr & Losos 1994; Careau & Garland Jr 2012). Este
diagrama resalta algunas de las vias de conexién entre el contexto ecolégico como factor extrinseco, la
condicion corporal y aspectos de la fisiologia/morfologia/bioquimica como factores intrinsecos y el
comportamiento. La plasticidad fenotipica actua como un atributo que “envuelve” a éstos Ultimos. En total, el

conjunto de interacciones aqui plasmadas tendrian un efecto en la eficacia darwiniana de los organismos.

Las sefiales actisticas como modelo

Existe una gran diversidad de sefnales acusticas producidas por los
animales para comunicarse en diversos contextos. La particular importancia de la
comunicacidén acustica en diferentes taxa se evidencia en la diversidad de
estructuras y mecanismos que han evolucionado para la produccién de sonido
(Ladich 2000; Gerhardt & Huber 2002; Jones & Teeling 2006), asi como el elevado
costo metabolico que generalmente conllevan (Ryan 1988; Prestwich 1994;
Oberweger & Goller 2001). De esta forma, las sefiales acusticas son buenos
indicadores de la condicién del emisor (Garratt & Brooks 2012; Casagrande et al.

2014; Thomson, Darveau & Bertram 2014). A pesar de su importancia tanto en
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aspectos ecologicos como evolutivos, el patron de flexibilidad fenotipica en la
comunicacién acustica, sus determinantes y consecuencias han sido

notablemente poco considerados hasta el momento.

Esta tesis

Esta tesis se enfoca en el estudio de la flexibilidad fenotipica en la
comunicacidén actstica y sus determinantes endogenos (tamafio y condicion
corporal) y exogenos (estructura del ambiente y temperatura). Hypsiboas
pulchellus, el modelo de estudio de esta tesis es una especie para la que ya ha sido
reportada flexibilidad en el canto (Ziegler, Arim & Narins 2011). Es por lo tanto un
buen modelo a partir del cual generar preguntas adicionales sobre las causas y

mecanismos de la plasticidad en este atributo.

La hipotesis es que los atributos del canto estdn restringidos en primer
lugar por limites de capacidad, determinados por el tamafio corporal y la
morfologia. Dentro de estos limites cada organismo podria modular el canto en
respuesta al ambiente maximizando la transmisién de la sefal. Afrontar los

costos de modulacion depende del estado fisiologico del organismo.

Objetivo general
Avanzar en la comprension del rol de la flexibilidad fenotipica como
determinante de los atributos del canto de anuncio de Hypsiboas pulchellus,

identificando el efecto de factores exdgenos y enddgenos sobre la misma.

Objetivos Especificos
O1: Evaluar el estado del arte en estudios de flexibilidad en rasgos
acusticos y el potencial aporte del enfoque de plasticidad fenotipica para su

comprension.
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O2: Caracterizar el fendmeno de la flexibilidad fenotipica a través del
estudio de los atributos de su norma de reaccién en un gradiente ambiental

experimental.

O3: Analizar el escalamiento de los atributos del canto con el tamafio

corporal y su relacidn con el estado de los individuos y la temperatura ambiente.

En los capitulos que siguen se propone un abordaje abarcativo con la idea
de responder a preguntas clave para avanzar en el conocimiento del efecto de la
flexibilidad en el canto. En el Capitulo 2 se realiza una revision de los trabajos que
reportan plasticidad/flexibilidad en sefiales acusticas, con énfasis en la necesidad
de profundizar el uso de la teoria y herramientas cuantitativas que ofrece el
marco teorico de la plasticidad fenotipica. En el Capitulo 3 se caracteriza el
fendmeno de la flexibilidad fenotipica en el canto de H. pulchellus a través del
estudio de los atributos de su norma de reaccion en un gradiente ambiental
experimental. Adicionalmente, se explora la asociacion entre la norma de
reaccion de un individuo y su condicidon corporal. El Capitulo 4 intenta avanzar
en la relacion entre estructura del canto y metabolismo, explorando el rol del
tamano corporal, la temperatura y la condicién corporal de los individuos. Por
ultimo, el Capitulo 5 presenta una sintesis de los resultados de la tesis, junto con
el planteo de preguntas que aiin permanecen abiertas y que representan vias que

en el futuro seria importante transitar.
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CAPITULO _

I

i

Una aproximacion a la
comunicacioén acustica a través
del marco de la plasticidad
fenotipica

El contenido de este capitulo fue preparado y enviado a revision a revistas
arbitradas indexadas. Actualmente en preparacion para ser re-enviado.
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RESUMEN

La comunicacion animal, un comportamiento clave en las interacciones de
los organismos con su ambiente, estd siendo afectada por cambios en los
ecosistemas derivados de perturbaciones de origen antropico. Existe evidencia
creciente acerca de la capacidad de muchas especies de modificar sus sefnales
acusticas en respuesta a cambios en el ambiente. Sin embargo, es poco lo que se
ha estudiado respecto a la plasticidad fenotipica subyacente a estos ajustes. En
este capitulo se realizdo una revision del estado del arte en el estudio de la
plasticidad en las sefiales actsticas animales. Se enfatiza la necesidad de
profundizar en este marco tedrico a través de tres vias principales: a) Una
aproximacion a la plasticidad a través del estudio de la norma de reaccién (NR).
Comprender la NR de un rasgo y sus determinantes permite explorar los limites a
las formas de ajustes fenotipicos, junto a su conexion con atributos individuales y
del ambiente. b) Identificar los escenarios que promueven la existencia de
flexibilidad en la comunicacién acustica. Los resultados de la revision evidencian
la necesidad de ampliar nuestro conocimiento acerca de las claves ambientales
que disparan respuestas flexibles en las sefiales acusticas, asi como qué atributos
individuales promueven o restringen la flexibilidad. ¢) Expandir el estudio de la
flexibilidad a través de la filogenia. La capacidad de ajustar las sefiales acusticas al
ambiente varia ampliamente entre taxa, con una sobrerrepresentacién de
estudios en aves y mamiferos. Sin embargo, si este desbalance representa la
distribucion de la flexibilidad comportamental en la filogenia (con mayor
flexibilidad en taxa con centros de procesamiento neural mds complejos) esta
siendo cuestionado por el creciente nimero de reportes en taxa mas basales. La
aproximacion a través de marco tedrico de la plasticidad fenotipica al estudio de
la variabilidad en la comunicaciéon animal, es aun escasa. Apelar a sus
herramientas tedricas y metodologicas implicara una contribucion a este

creciente campo de estudio.
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INTRODUCCION

El comportamiento es un atributo central de los organismos, determinado
por procesos ecoldgicos y evolutivos, profundamente entrelazado con las
estrategias de historia de vida y que afecta procesos desde el desarrollo hasta la
fisiologia de los organismos (Sih et al. 2010; Sih, Ferrari & Harris 2011; Tuomainen
& Candolin 2011; Sih 2013). En particular, el comportamiento muchas veces forma
la primera linea de respuesta de los organismos a los cambios en su entorno
(Tuomainen & Candolin 2011; Sih et al. 2012). En este sentido, existe creciente
evidencia de que un aspecto central del comportamiento, la comunicacion animal,
esta siendo afectada por cambios en los ecosistemas generados por disturbios de
origen antropico (Barber, Crooks & Fristrup 2010; Laiolo 2010; Sih et al. 2010, 2013;
Tuomainen & Candolin 2011; van der Sluijs et al. 2011). Los efectos del cambio
global en la comunicacién animal no pueden ser evaluados a partir del tipo,
magnitud, o escala temporal de la perturbacion, sino por los cambios fenotipicos

inducidos por esta (Barber et al. 2010; Laiolo 2010; Kight & Swaddle 20m).

Una de las propiedades interesantes de los rasgos comportamentales es su
gran variabilidad. El comportamiento, aunque tiene una base genética, es
reconocido como altamente labil (West-Eberhard 2005; Duckworth 2009; Foster
2013), en particular frente a cambios en el ambiente (Rittschof & Robinson 2014).
Recientemente se ha empezado a estudiar de manera sistematica esta variabilidad
fenotipica originada de un mismo genotipo, y su papel en procesos adaptativos y
en la evolucién' (Dingemanse & Wolf 2010; Stamps & Groothuis 2010; Foster 2013;
Snell-Rood 2013). La plasticidad fenotipica, definida como la capacidad de un
organismo de modificar su fenotipo en respuesta a cambios en el ambiente (Via
et al. 1995; Schlichting & Pigliucci 1998; Pigliucci 2001, 2005; West-Eberhard 2003;
DeWitt & Scheiner 2004a; ver Recuadro 2.1), permite a los individuos ajustar su

fenotipo al ambiente actual o potencial. Esto significa que un mismo genotipo es

' Como ejemplo, en 2013 la revista Animal Behaviour (Vol. 85, N¢ 5) dedicé una seccién especial al
tema “Plasticidad del comportamiento y evolucion”
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Recuadro 2.1 | ; Qué es la plasticidad fenotipica?

Numerosos autores han definido el concepto de plasticidad fenotipica (Stearns
1989; Schlichting & Pigliucci 1998; Agrawal 2001; Schlichting & Smith 2002; West-
Eberhard 2003; DeWitt & Scheiner 2004), y a pesar de detalles y pequeiias
diferencias, en sentido general todas son definiciones muy similares. Para el
proposito de esta tesis, se define plasticidad fenotipica como la expresion de
fenotipos ambiente-dependiente, o la expresion sensible al ambiente de fenotipos
alternativos a partir de un genotipo dado (Dewitt & Scheiner 2004).

La plasticidad puede ser subcategorizada de acuerdo a si los cambios fenotipicos
son reversibles y ocurren dentro de un mismo individuo (Piersma & Lindstrom
1997; Piersma & Drent 2003; Piersma & van Gils 20m), asi como si los cambios
ocurren de manera predecible en forma estacional o ciclica. La siguiente tabla,
tomada de Piersma & Drent (2003) resume esta categorizacion:

Reversibilidad del Variabilidad Variabilidad presenta
Categoria de plasticidad cambio fenotipico intraindividual ciclicidad?
Plasticidad del desarrollo No No No
Polifenismo? No No Si
Flexibilidad fenotipica Si Si No
Fases de ciclo de vida? Si Si Si

1 Subcategoria de plasticidad del desarrollo
2 Subcategoria de flexibilidad fenotipica

Un punto importante es que la plasticidad fenotipica representa variabilidad
medible (e.g. a través de un ANOVA; Pigliucci 2001). Una medida estadistica de
esta variacion es la varianza, que cuantifica la desviacion de la media de los valores
observados. La varianza en un rasgo fenotipico dado se puede particionar de la
siguiente forma:

VP = VG + VE+ VGxE + Verror

Donde:

Vp = Varianza fenotipica total de un rasgo

V¢ = Varianza genética (proporcion de la variacion fenotipica atribuible a los genes)
Vi = Varianza ambiental (proporcion de la variaciéon causada por el ambiente)

Ve = Interaccién genotipo x ambiente (variacion genética para la plasticidad
fenotipica)

Venor = Varianza no explicada, que incluye entre otros, ruido atribuible a factores
del desarrollo, o error de medicion.

;Cudl es el nivel de analisis?

El estudio de la variacion en el fenotipo puede hacerse a distintos niveles: dentro de
un mismo genotipo (intraindividual), entre genotipos de una misma poblacion
(interindividual), entre poblaciones dentro de una especie y entre especies
(Pigliucci 2001; Forsman 2014). De esta forma, la variacion en el nivel de plasticidad
se puede comparar en los altimos 3 niveles (ver Figura 2.1 de esta tesis).




capaz de producir fenotipos alternativos, mejorando la correspondencia con las
caracteristicas del ambiente experimentado y, posiblemente, manteniendo o
mejorando su adecuacion bioldgica (Schlichting 1986; Via et al. 1995; Molina-
Montenegro & Naya 2012). El estudio de la plasticidad fenotipica ha estado
enfocado en lo que se conoce como plasticidad del desarrollo, que hace referencia
a canalizaciones irreversibles hacia fenotipos alternativos originadas durante el
desarrollo, provocadas por sefales ambientales (Piersma & Drent 2003). Sin
embargo, muchos rasgos ya sea comportamentales, fisioldgicos o morfologicos,
exhiben expresidn reversible durante la vida del organismo, incluso en escalas de
tiempo cortas (Piersma & Lindstrom 1997; Piersma 1998; Starck 1999; Naya,
Karasov & Bozinovic 2007). Siguiendo la nomenclatura propuesta por Piersma y
Drent (2003), a esta forma de plasticidad se la denomina flexibilidad fenotipica. Si
bien el marco tedrico referente a plasticidad fenotipica se desarrollé de forma casi
restringida a la morfologia, la fisiologia, y rasgos de historia de vida (Nussey et al.
2007; Ghalambor, Angeloni & Carroll 2010), los ecologos del comportamiento han
comenzado a incluirlo en su "caja de herramientas teoricas” (Sih 2004;

Dingemanse et al. 2010; Ghalambor et al. 2010).

Un rasgo comportamental que ha cobrado particular relevancia en este
escenario son las sefales utilizadas en la comunicacidon acastica. Las seiales
acusticas son fundamentales en la comunicaciéon animal en diversos taxa,
facilitando las interacciones sociales (Laiolo & Tella 2008; Quick & Janik 2012),
mediando procesos de selecciéon sexual (Reinhold 2011; van der Sluijs et al. 2011), y
determinando la vulnerabilidad o riesgo de depredacion (Mougeot & Bretagnolle
2000; Bernal et al. 2007). Dado su papel central en las estrategias de historia de
vida, las sefales acusticas estdn sujetas a una fuerte presion de seleccion sexual y
natural (Laiolo 2010). Por otra parte, existe creciente evidencia de que la
comunicacidon animal esta siendo afectada negativamente por los cambios en los
ecosistemas naturales generados por perturbaciones de origen antropico, a través
de varias vias (Rabin & Greene 2002; Barber et al. 2010; Laiolo 2010; Tuomainen &
Candolin 20m). Entre estas vias se destaca el ruido antropogénico que afecta

distintos aspectos de la biologia de diversos taxa (Barber et al. 2010; Kight &
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Swaddle 20m1). Esto ha motivado su reciente consideracion en la biologia de la
conservacion (Barber et al. 2010; Laiolo 2010; Sih et al. 2010). Otra via por la cual
se podria estar afectando la comunicacidén animal es a través de las alteraciones
generadas en la estructura fisica de los habitats naturales. Es sabido que la
estructura y densidad de la vegetacién afectan la propagacion del sonido (Morton
1975; Forrest 1994). Consecuentemente, alteraciones en el paisaje pueden inducir
cambios en la estructura de la sefiales y en la eficiencia de su propagacion
(Tuomainen & Candolin 2011; Ziegler, Arim & Narins 2011). Por ultimo, cambios
en la temperatura ambiente y los recursos disponibles afectarian la tasa
metabolica de los organismos y, en consecuencia, su asignacion energética a
diferentes actividades (Dillon, Wang & Huey 2010). El comportamiento es
muchas veces la primera linea de reaccién a este tipo de cambios (Huey &
Tewksbury 2009). Recientemente se ha comenzado a explorar, con base en la
Teoria Metabolica de la Ecologia (Brown et al. 2004; Allen & Gillooly 2007), el
efecto, mediado por metabolismo, de la temperatura en la sefiales acusticas de
diversos taxa (Gillooly & Ophir 2010; Ophir, Schrader & Gillooly 2010; Ziegler et al.

en revision).

A lo largo de su vida, o en periodos de tiempo aun madas cortos, los
organismos experimentan entornos acusticos significativamente diferentes, tanto
en términos abidticos como bioticos (e.g. nimero de co-especificos, presencia de
otras especies que utilizan el mismo canal de comunicacion, o la estructura del
habitat). En este escenario, ajustarse a las nuevas caracteristicas del ambiente a
través de rasgos fenotipicamente flexibles en lugar de cambios genéticos
microevolutivos pareceria ser un mecanismo plausible de ajustar el fenotipo al
ambiente. Por lo tanto, seria de esperar que los individuos muestren flexibilidad
en sus sefiales acusticas, incluso para aquellas sefiales que han sido consideradas
como altamente estereotipadas (White & Mooney 1999). Con el foco en la
comunicacién animal a través de sefales acusticas, este capitulo resalta la
importancia de extender el uso de la teoria relativa a plasticidad fenotipica en el
campo de la ecologia sensorial. Dado el creciente interés en el estudio de la

comunicacidn acustica animal, y su capacidad de ajuste a cambios ambientales,
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una sintesis e identificacién de dreas clave a través de las cuales avanzar se

vuelven de especial importancia.
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METODOLOGIA DE REVISION DE LA LITERATURA

Con el proposito de profundizar en el estado del arte, se realizé una
revision sistematica de la literatura sobre estudios empiricos de plasticidad
fenotipica en el repertorio actstico de los animales. La busqueda se realizé a
través de los buscadores académicos Thompson ISI Web of Science (core
collection), Scopus y Google Scholar. Se comenz6 con una btisqueda amplia que
incluia los términos "plasticity", "flexibility", "reaction norm”, “behavior’ y
“acoustic” en cualquier parte del texto del articulo. A partir de esa base de datos
bruta, se procedié a refinar la busqueda, de forma de centrarse en aquellos
trabajos que abordaran la plasticidad / flexibilidad en la comunicacién acustica
de los animales y sus sefales. Esto se realizo revisando el resumen y palabras

clave del total de articulos que componian el resultado de la busqueda bruta.

Se retuvieron aquellos resultados de la busqueda que fueran trabajos
empiricos sobre plasticidad / flexibilidad en la comunicacion a través de sefiales
acusticas. También se incluyeron en la revision algunos trabajos que, aunque sin
basarse explicitamente en el marco teérico de plasticidad, claramente utilizan un
enfoque empirico analizando la norma reaccién en su sistema de estudio.
Posteriormente, éstos fueron clasificados seguin si tenian un enfoque intra- (I) o
interindividual (Iy), de comparacion entre poblaciones (P), y/o entre especies
(Sp). Por ultimo, otros criterios de clasificacion fueron el uso o no de una
aproximacion empirica a través de la norma de reaccion (NR), y el uso o

referencia explicita al marco tedrico de plasticidad fenotipica.

32




RESULTADOS GENERALES DE LA REVISION DE LA LITERATURA

La busqueda mas amplia fue la que contenia las palabras?® plasticity,
flexibility, behavior y acoustic. Por otra parte, los resultados mas restringidos
fueron los obtenidos a partir de la biasqueda de estas mismas palabras mas la
frase exacta reaction norm. A partir de la revisidon refinada de los resultados, se
encontraron 271 trabajos que abordaban de manera especifica el tema de
plasticidad fenotipica en rasgos comportamentales. De este subconjunto de
articulos, sélo 41 abordaban empiricamente el estudio de la plasticidad /
flexibilidad en la comunicacion a través de sefiales acusticas. En la Tabla 2.1 se
resume los articulos que resultaron de la busqueda refinada. Es destacable la
cantidad de trabajos recientes: 35 de los articulos (85%) en la Tabla 2.1 tienen una
edad <10 afios y 15 (37%) fueron publicados en los ultimos 5 afios. Esto pareceria
indicar un crecimiento en el interés en este tema, donde han comenzado a
acumularse pruebas empiricas acerca de la naturaleza flexible de las sefales

acusticas.

En cuanto a la referencia al marco tedrico de plasticidad fenotipica y uso
de la norma de reaccién como herramienta cuantitativa se obtuvo como
resultado un numero importante de estudios acerca de la variabilidad en sefiales
acusticas inducida por cambios en el ambiente, que no hacen referencia -o lo
hacen s6lo de forma secundaria- al marco tedrico de la plasticidad fenotipica
(Tabla 2.1). La Tabla 2.1 resume los articulos que abordan los ajustes de la seiial
acustica del marco de la plasticidad fenotipica, y que utilizan explicitamente un
enfoque de norma de reaccion. Algunos de estos estudios utilizaron expresiones
como "plasticidad conductual” o "flexibilidad del comportamiento”, pero sin
hacer referencia explicita al marco de plasticidad fenotipica. Cabe destacar que la

mayoria de los trabajos (29 en 41, o 73%) resumidos en la Tabla 2.1 no hacen

* La busqueda no sélo arroja las palabras exactas, sino también variantes o derivaciones de las
mismas. Por ejemplo, para el caso de behavior, palabras tales como behaviour, o behavio(u)ral

también entraron en los resultados.
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mencién al marco teodrico de plasticidad fenotipica. Ademads, solo un 27% (1
articulos) utilizaron una aproximacion cuantitativa al estudio de la plasticidad a
través de la norma de reaccion, de los cuales sélo 6 articulos trabajaron

explicitamente dentro del marco de la plasticidad fenotipica.

En otros trabajos, el término y el concepto de plasticidad se han utilizado
libremente en una amplia gama de estudios de caso en ausencia de un claro
apoyo en antecedentes teoricos. Por ejemplo, son varios los estudios que
concluyen la existencia de plasticidad fenotipica basandose en comparaciones
entre poblaciones (e.g. Slabbekoorn & den Boer-Visser 2006; Kirschel et al. 2009).
En este sentido, estudiar fendmenos por fuera de un marco tedrico que ya los
comprende, puede llevar a la sub-utilizacion de los avances, tanto metodologicos
como conceptuales, ademas de favorecer una “inflacion” de términos (lo que se
denomina jargon en la literatura en inglés) que llevan mas a la confusién que a un
crecimiento en el entendimiento del fendmeno (Japyassu & Malange 2014;
Forsman 2014). Por ejemplo, recientemente se comenzd a utilizar el término
“activational plasticity” (Snell-Rood 2013) para referirse a la “..activacién
diferencial en diferentes ambientes de la red subyacente, de modo tal que el
individuo expresa varios fenotipos a lo largo de su vida.”, un caso especifico de
plasticidad fenotipica reversible denominado flexibilidad fenotipica (Piersma
1998; Piersma & Drent 2003). El término “contextual plasticity” (Biro, Beckmann
& Stamps 2009; Stamps & Groothuis 2010) es otro ejemplo de un término
redundante con el de flexibilidad fenotipica. Debido al creciente interés que ha
despertado la plasticidad del comportamiento (Réale et al. 2007; Stamps &
Groothuis 2009; Dingemanse et al. 2010, 2011, 2012; Sih et al. 2010; Martin et al.
2011; van de Pol 2012), es necesario partir de una terminologia que sea clara y
unificada respecto al fenémeno de estudio (Japyassi & Malange 2014; Forsman
2014). En este sentido, la necesidad de evitar el aislamiento y atomizacion de
areas de estudio con un enfoque reduccionista mediante la inclusiéon de una
diversidad de estudios en un marco teorico amplio y solido, ya se ha destacado

anteriormente (Haila & Jarvinen 1982; Réale et al. 2007).
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Otro resultado que emerge de la revision es el marcado sesgo tanto en el
tipo de claves ambientales que han sido exploradas hasta el momento como a la
distribucién de estudios empiricos entre taxa. Respecto a lo primero, el 63% de
los trabajos revisados exploraron la flexibilidad en respuesta a niveles de ruido,
mientras que solo 17 y 12% se enfocaron en claves ambientales como el contexto
social o densidad de co-especificos, y la estructura del habitat, respectivamente.
Al relativo bajo numero de claves ambientales exploradas, se agrega el hecho de
que en algunos taxa algunas de estas claves tiene una dominancia clara (e.g. aves
y ruido antropogénico; ver Tabla 2.1). Por dltimo, se detecté también un fuerte
sesgo en cuanto al namero de estudios en aves. Casi la mitad de los estudios
empiricos analizados correspondieron a este taxon, mientras que el resto de los
trabajos se repartido con relativa equitatividad entre otros grupos altamente
vocales: anfibios, invertebrados y mamiferos. Los peces solo aparecieron
representados con un trabajo, a pesar de que ser un grupo muy diverso, con un
importante y creciente numero de especies para las que se ha reportado
comunicacién por sefiales acusticas (Lobel 2002; Amorim 2006; Webb, Fay &

Popper 2008; van der Sluijs et al. 20m).
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Tabla 2.1 Resultado de la revision de la literatura, filtrado por trabajos empiricos sobre plasticidad / flexibilidad en la comunicacidn a través de sefiales acusticas. lw, I,
Py Sp refieren a un enfoque intra- e interindividual, comparacion entre poblaciones, y entre especies, respectivamente. Aprox. empirica, resalta el uso de la norma de

reaccion (NR). Marco tedrico hace referencia al uso o referencia explicita al marco teérico de plasticidad fenctipica en el articulo.

Taxon Escala Causa Aprox. empirica  Marco tedrico PF Referencia
Anfibios | Ruido antropogénico PF No (Cunnington & Fahrig 2010)
| Ruido ambiente PF No (Hanna et al. 2014)
| Estructura del habitat NR No (Lardner & bin Lakim 2002)
| Ruido antropogénico PF; NR No (Sun & Narins 2005)
lw, Ip Estructura del habitat; condiciones PF: NR Si (Ziegler et al. 2011)
ambientales
Aves b, Iy Ruido antropogénico PF T N (Bermidez-Cuamatzin et al. 2011)
I Ruido antropogénico - No (Francis, Ortega & Cruz 2011)
lw, lp Ruido antropogénico PF Si (Gross, Pasinelli & Kunc 2010)
lw, lp Ruido antropogénico PF No (Halfwerk & Slabbekoorn 2009)
lw, Iy Ruido antropogénico PF No (Hanna et al. 2011)
P, Sp Ruido antropogénico PF No (Hu & Cardoso 2010)
P Ruido ambiente; condiciones - Si (Kirschel et al. 2009)
ambientales
P Ruido antropogénico - No (Lowry, Lill & Wong 2012)
lw, I, P, Sp Condiciones ambientales - No (Medina & Francis 2012)
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Aves (cont.) b, P, Sp Ruido antropogénico PF
P Ruido antropogénico PF
lw, Ip, P Ruido antropogénico PF
lw, Ip Ruido ambiente PF
lw, Ip Ruido ambiente; estructura del habitat; PF
densidad co-especificos
lw, Ip Seleccion sexual PF: NR
lw, I Ruido ambiente PF: NR
P Ruido antropogénico PF
|y Disrupcion sonora NR
lw, lp, P Ruido antropogénico PF
P Ruido antropogénico PF
Invertebrados lw, Ip Contexto social PF: NR
lw, Ip Contexto social PF
lw, I Riesgo de predacion PF; NR
P Calidad del recurso durante el PF; NR
desarrollo
lw, Ip Temperatura; ambiente de desarrollo PF; NR
lw, T Temperatura NR
lw, I, P Ambiente de desarrollo: calidad del PF; NR
recurso y temperatura
Mamiferos W Ruido ambiente -

No
No
Si
No
No

(Mendes, Colino-Rabanal & Peris 2011)
(Mockford & Marshall 2009)

(Montague, Danek-Gontard & Kunc 2013)
(Potvin & Mulder 2013)

(Ripmeester et al. 2010)

Rios-Chelén, Garcia & Riebel 2005)
Schuster et al. 2012)

Slabbekoorn & den Boer-Visser 2006)
Tumer & Brainard 2007)

Verzijden et al. 2010)

Wood & Yezerinac 2006)

Py

Bertram et al. 2013)

Callander et al. 2013)

Cordes, Schmoll & Reinhold 2013)
Danielson-Frangois, Kelly & Greenfield 2005)

P

(Olvido & Mousseau 1995)
(Olvido, Fernandes & Mousseau 2010)
(Zhou et al. 2008)

(Egnor, Wickelgren & Hauser 2007)
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Iy Ruido antropogénico - No (Foote, Osborne & Hoelzel 2004)
lw, Iy Contexto social PF No (Koda 2004)
P Ruido antropogénico - No (May-Collado & Wartzok 2008)
lw, Ip Ruido antropogénico NR No (Miller et al. 2000)
lw, lp Estructura del habitat; ruido ambiente PF; NR Si (Obrist 1995)
lw, lp Contexto social - No (Sugiura 2007)
T Estructura del habitat - No (Wund 2006)
Peces lw, I Condiciones ambientales; contexto - T N '(A"r'ﬁ'c'ifi'ﬁi"éil5]:'55'1"1") '''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''
social

¥ El autor no hace explicita la escala de andlisis (individual, poblacional) de este trabajo, por lo que se decidi6 no asignarle un valor
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DISCUSION

Una herramienta tedrica y cuantitativa

La relacion entre el fenotipo vocal y los diferentes contextos ambientales
se ha interpretado tradicionalmente como un producto “fijjo” de procesos
evolutivos (Griebel & Oller 2008; Whitman & Agrawal 2009). Ademads, como se
menciond anteriormente, se sabe que la variacion en las sefiales acusticas es en si
misma sustrato para que opere la seleccion natural (Russo et al. 2009; Llusia et al.
20133; Wilkins et al. 2013; Odendaal, Jacobs & Bishop 2014). Parte de la variacion
fenotipica entre organismos, particularmente las diferencias entre poblaciones
aisladas o individuos no relacionados, puede ser fija y reflejar diferencias en la
composicidon genética (Mayr 1963; Lewontin 1970). En esta linea, el estudio de la
variacion en las sefiales acusticas se ha centrado en la variacion entre poblaciones
(Sih 2004; Mathot et al. 2012). Otra parte de la variacion se desarrolla en
interaccion con el ambiente en el que un organismo se encuentra (Piersma &
Drent 2003; Piersma & van Gils 20m). Este tipo de variacion es la que
generalmente se observa entre individuos o a nivel intraindividual, pero que, sin
embargo, ha sido tradicionalmente considerada como ruido en los datos; es decir,
la variabilidad ha sido vista como algo que “oscurece” las sefiales y su significado
(Ives, Midford & Garland Jr 2007; Careau & Garland Jr 2012; Head, Hardin &
Adolph 2012). Por lo tanto, en este escenario toda variacién que opere a nivel del
individuo (la unidad bésica del cambio evolutivo) es ignorada casi en su totalidad

(Careau & Garland Jr 2012).

Las sefiales acusticas pueden incluirse facilmente en el conjunto de rasgos
fenotipicos que pueden mostrar una respuesta plastica frente a diferentes claves
ambientales. Un buen ejemplo del impacto potencial del estudio de la plasticidad
en la comunicacién actstica animal podria estar representado por estudios
recientes sobre los efectos del ruido antropogénico en poblaciones animales en
estado salvaje (Barber et al. 2010; Laiolo 2010; Kight & Swaddle 2011). Estos y otros

estudios han documentado una amplia gama de respuestas que abarcan desde un
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ajuste en la estructura de la sefial que compensa, al menos en cierto grado, los
efectos de los niveles elevados de ruido (por ejemplo, Gross, Pasinelli & Kunc
2010; Lowry, Lill & Wong 2012) hasta la ausencia absoluta de respuesta (Hu &
Cardoso 2010). Sin embargo, es importante destacar que la mayoria de estos
estudios se han limitado a probar la naturaleza plastica de tales respuestas.
Incluso en aquellos estudios en los que la plasticidad se ha propuesto como el
mecanismo principal, la extension, limites, costos y reversibilidad de la misma,
son casi completamente desconocidos (Cunnington & Fahrig 2010; Gross et al.
2010; Laiolo 2010). Otro problema que atn persiste es un sesgo marcado hacia
determinados taxa (principalmente aves, y en forma secundaria invertebrados), y
dentro de ellos a unas pocas especies (véase Tabla 2.1). De modo que un gran
numero de taxa en los que la comunicacion a través de sefiales actisticas tiene un
rol importante (por ejemplo, los anfibios y la atracciéon de pareja) asi como la

diversidad de respuestas dentro de los mismos permanecen poco estudiados.

El estudio de la sefiales acusticas desde la perspectiva de la plasticidad
proporciona un marco general, comun a otros patrones ecologicos y evolutivos,
como la morfologia, la fisiologia y el comportamiento (ver Schlichting & Pigliucci
1998; Pigliucci 2001; DeWitt & Scheiner 2004a). Asimismo, aportaria métodos
cuantitativos, que permiten el andlisis comparativo mediante la estandarizacion y
la cuantificacion de diferentes rasgos, dentro de los individuos, las poblaciones o

las especies (Sih 2004; Dingemanse et al. 2010; Ghalambor et al. 2010).

Flexibilidad y Norma de Reaccién

Cuando existe plasticidad en cualquier rasgo dado, existe también una
norma de reaccion que describe dicha plasticidad en respuesta a un gradiente de
condiciones ambientales (Via et al. 1995; Schlichting & Pigliucci 1998). La norma
de reaccidn representa el cambio en el fenotipo en funcién de un rango de valores
del ambiente que experimenta el organismo (ver Recuadro 2.2). En este sentido,
una norma de reaccion comportamental muestra como el comportamiento de un

individuo cambia en diferentes contextos ambientales, incluyéndose factores
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tanto bioticos como abidticos (Schlichting & Pigliucci 1998; Dingemanse et al.
2010; ver Figura 2.1). Un aspecto importante a destacar de este enfoque es que
permite la evaluacion de los potenciales y limitaciones en los despliegues
comportamentales y el repertorio de los organismos. Esto proporciona un marco
cuantitativo claro para realizar comparaciones entre individuos de la misma o
diferentes especies (Schlichting & Pigliucci 1998). Ademads, representa una base
comun para el andlisis de diferentes rasgos comportamentales (Dingemanse et al.
2010; Dingemanse & Wolf 2010; Husby et al. 2010) o en conjunto con rasgos
fisiolégicos o de historia de vida (Mollet et al. 2010). Por ejemplo, el grado de
plasticidad en las sefales dependiendo del contexto social (e.g. densidad de co-
especificos) o el estado motivacional (e.g. alarma, socializacién o reproduccion)
se puede resumir y contrastar utilizando sus normas de reaccion. Esta
aproximacion se ha utilizado para contrastar la flexibilidad de un individuo bajo
diferentes condiciones ambientales (por ejemplo temperatura: Olvido &
Mousseau 1995; Zhou et al. 2008; Olvido, Fernandes & Mousseau 2010; o nivel de
radiacion incidente en plantines: Valladares, Sanchez-Gomez & Zavala 2006) o de
acuerdo a su estado fisiologico (por ejemplo, estado nutricional; Danielson-

Francois et al. 2005; Zhou et al. 2008).
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ﬁl’iempo/Condiciéna \ ﬁl’iempo/Condicién b \

Figura 2.1 Diferentes niveles de plasticidad fenotipica. Los recuadros con los circulos de color
representan individuos de diferentes poblaciones (tonalidades de rojo/azul) en dos ambientes/momentos
diferentes. Los estudios de plasticidad fenotipica incluyen: (I) comparacion de las normas de reaccion
calculadas como el promedio del atributo analizado, entre poblaciones (las lineas roja y azul representan la
norma de reaccion promedio de cada poblacion); (Il) comparacién de la norma de reaccion entre individuos
de una misma poblacién; (Ill) plasticidad intra-individual, que describe el cambio a nivel del individuo, al estar
expuesto a ambientes alternativos. Cualquiera de las asociaciones aqui esquematizadas podrian ser mas
complejas (no lineales), e incluir un conjunto de atributos que covarian en sus respuestas (ver Stamps &
Groothuis 2009).
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Recuadro 2.2 | La Norma de Reaccién como indice de plasticidad

La norma de reaccion (NR) es posiblemente la forma mas inmediata de explorar la
plasticidad fenotipica (Schlichting & Pigliucci 1998; Pigliucci 2001). En el caso mas
sencillo, asumiendo un cambio fenotipico lineal (tipicamente, esto se obtiene del
analisis de solo dos ambientes), la NR es representada mediante la linea de regresion
en un grafico de expresion de un determinado atributo vs. el ambiente. Cuando se
trata de comparar el grado de plasticidad, la magnitud de dicha plasticidad puede ser
evaluada a través de la pendiente de la NR para dicho rasgo (Schlichting & Pigliucci
1998; Pigliucci 2001; Whitman & Agrawal 2009).

jox

® QO
~\"

Valor del atributo o rasgo

Ambiente

La figura muestra un diagrama con las normas de reaccion hipotéticas de 5 individuos
(genotipos) en una poblaciéon. Cada genotipo tiene para rasgo analizado un valor
promedio distinto en el Ambiente 1 (correspondiente a Vg, ver Recuadro 1.1). Cuando
estos mismos individuos son expuestos al Ambiente 2, la expresion del atributo
(fenotipo) se ve alterada. Si tomamos la media poblacional (sefialada por las estrellas),
diriamos que el valor del atributo es mayor en el Ambiente 2 que en el 1
(correspondiente a Vg, ver Recuadro 1.1). Sin embargo, al analizar de manera
individual vemos que cada genotipo exhibe una norma de reaccién diferente. Los
genotipos b, ¢ y e siguen la tendencia poblacional, aunque el grado de plasticidad
(pendiente) de cada individuo es diferente. Sin embargo, existen en la misma
poblacién genotipos que no presentan plasticidad (para este rasgo y en el rango
ambiental dado, genotipo d), o que presentan una tendencia opuesta a la media
poblacional: el genotipo a presenta un menor valor del rasgo en el Ambiente 2. En este
caso, la presencia de una respuesta diferente por parte de cada genotipo (NRs no
paralelas) indica que existe interaccidon genotipo x ambiente (correspondiente a Vg,
ver Recuadro 1.1), es decir que existe variacion genética para la propia plasticidad, lo
cual es la base para que exista seleccion para la plasticidad (Gavrilets & Scheiner 1993;
Scheiner 1998; Doughty & Reznick 2004; Whitman & Agrawal 2009).
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ORIENTACIONES FUTURAS: PREGUNTAS QUE PERMANECEN Y
OPORTUNIDADES DE AVANCE

Como en cualquier rasgo, existen limitaciones que podrian afectar la
expresion de la plasticidad en el comportamiento (Auld, Agrawal & Relyea 2010).
Estos podrian incluir una falta de variaciéon genética subyacente, relaciones
alométricas entre atributos de sefial y el tamafio corporal, compensaciones entre
los rasgos, y el papel limitante que la historia filogenética puede tener en la
expresion de valores particulares o plasticidad del rasgo. En este contexto y de
cara a los resultados obtenidos a partir de la revision de la literatura, se proponen
tres enfoques que serian fundamentales para seguir avanzando en el estudio de la
flexibilidad en la comunicacion acustica: 1) un uso mas amplio del enfoque de
norma de reaccion; 2) el esclarecimiento de cudles escenarios, tanto a nivel
fisiolégico, como ecoldgico y evolutivo, promueven este tipo de flexibilidad; y 3)
el estudio de la interaccion entre la filogenia y la plasticidad del comportamiento
y el papel que podrian desempeifiar las restricciones evolutivas en la capacidad de

los diferentes taxa de expresar plasticidad en sus sefiales acusticas.

Un enfoque a través de la norma de reaccién

En primer lugar, hay una necesidad de avanzar en la descripcion de las
normas de reaccién en rasgos comportamentales. Las posibles consecuencias
ecoldgicas y evolutivas de la plasticidad se han explorado varias veces en la
literatura (Via et al. 1995; DeWitt, Sih & Wilson 1998; Schlichting & Pigliucci 1998;
Agrawal 2001), pero son comparativamente pocos los que han puesto a prueba
empiricamente estas predicciones para las sefales acusticas y sus atributos (e.g.
Zhou et al. 2008; Gross et al. 2010; Ziegler et al. 2011). Hay una clara contribucion
en el estudio del comportamiento dentro de este marco. Como se menciond antes,
es una herramienta ampliamente utilizada y de facil interpretacion para entender
los limites y determinantes de la conducta y su conexion con atributos de los
propios individuos asi como su contexto ambiental (Carroll & Corneli 1999;
Nussey et al. 2007; Dingemanse et al. 2010; Ghalambor et al. 2010). Cabe destacar

que los trabajos existentes tipicamente dan cuenta de la estructura basica de la
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norma de reaccion, mostrando la expresion de diferentes patrones fenotipicos
bajo dos ambientes contrastantes (e.g. Gross et al. 2010; Ziegler et al. 2011). Sin
embargo, el andlisis de la dimension completa de flexibilidad implica extender la
estimacion de la relacion funcional entre el fenotipo y el medio ambiente a todo
el rango bioldgicamente significativo para el organismo (Angilletta et al. 2003;
Miner et al. 2005; Sultan 2007). Asimismo, extender el conocimiento sobre la
interaccion entre la plasticidad y covariables clave como son el tamaifio corporal
(Angilletta, Steury & Sears 2004; Bauchinger & Biebach 2005) y la temperatura
ambiente (Olvido & Mousseau 1995; Zhou et al. 2008; Ziegler et al. 2011) permitira
ampliar nuestro conocimiento sobre la relacion entre la plasticidad y la

asignacion energética.

Flexibilidad en su contexto

En segundo lugar, es necesario identificar los escenarios que promueven la
flexibilidad en la comunicacién. En términos generales, se ha argumentado que es
esperable que exista flexibilidad fenotipica en un rasgo cuando: a) el medio
ambiente es variable de forma impredecible, y b) el costo promedio de mantener
la plasticidad / flexibilidad es menor que el costo promedio de expresar un
fenotipo en desajuste con el ambiente (Gabriel et al. 2005; Gabriel 2006). Pero
detras de esta amplia definicion de un contexto favorable para el desarrollo de
una estrategia flexible, deben existir seflales mas sutiles que sean los
desencadenantes préximos de esta flexibilidad. Este conocimiento nos permitira
hilar diferentes datos hacia una comprension mas sélida de la plasticidad

fenotipica en la comunicacion acuastica animal.

En este sentido, se hace necesario que los investigadores amplien el rango
de sefiales que generalmente se estudian como desencadenantes de
comportamientos flexibles. Como se evidencia en la revision presentada en este
capitulo, existe un creciente nimero de publicaciones que documenta el efecto
de las presiones derivadas de las actividades humanas, particularmente en

referencia al aumento en los niveles de ruido tanto en ambientes urbanos como
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sub-urbanos y rurales (Barber et al. 2010; Laiolo 2010; ver Tabla 2.1). Por el
contrario, otro tipo de claves ambientales que afectan la emision y/o propagacion
de las sefiales acusticas (e.g. la estructura del hébitat, densidad de la vegetacion,
variabilidad en la temperatura ambiente o densidad de co-especificos), parecen
estar poco exploradas en este contexto (pero ver revision en Tuomainen &
Candolin 201m1). Entre otros aspectos, un creciente namero de estudios empiricos
que aporten evidencia empirica acerca de las diversas causas y los limites de la
respuesta pldstica en sefiales actsticas podra tener un mayor efecto en cuanto a
integrar otras dimensiones de la biologia de las especies en politicas de
conservacion y manejo sustentable de la diversidad (Patricelli & Blickley 2006;
Barber et al. 2010; Pijanowski et al. 2011; Llusia et al. 2013b; Proppe, Sturdy & St

Clair 2013).

Asimismo, es de esperar que exista un vinculo entre la plasticidad en
sefiales acusticas y atributos clave a nivel individual. Las sefiales acusticas
utilizadas para la atraccion de pareja estan estrechamente relacionadas tanto con
el sexo como con la edad. Por ejemplo, en muchas especies de aves los machos
adultos construyen su repertorio a través de la ontogenia (White & Mooney 1999).
Se ha demostrado que esta plasticidad permanece presente en la edad adulta
(White & Mooney 1999), y por lo tanto, es parte del mecanismo de ajuste del
canto. Por otro lado, hay evidencia a lo ancho de la filogenia de que atributos de
las sefiales acusticas tales como la frecuencia, potencia y duracidon, son
fuertemente dependientes del metabolismo de un individuo (Gillooly & Ophir
2010; Ophir et al. 2010). Por lo tanto, el tamafo corporal y el estado fisioldgico
podrian imponer restricciones sobre la plasticidad de la sefial, algo que no ha sido

abordado directamente hasta el momento (pero ver el Capitulo 4 de esta tesis).
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Flexibilidad a través de la filogenia

Por udltimo, seria de esperar que la intensidad y la naturaleza de la
plasticidad presente una variaciéon dependiente del nivel taxondmico de andlisis.
Aunque es comunmente aceptado que la plasticidad fenotipica tiene su propia
base genética y que existe seleccion a favor de que ésta se mantenga (Buskirk &
Relyea 1998; Van Kleunen & Fischer 2005; Lind et al. 20m), su evolucién ha
eludido a los andlisis filogenéticos comparativos explicitos (Pigliucci, Cammell &
Schmitt 1999). En este sentido, los mamiferos y las aves son, con amplia ventaja,
los taxa mas representados al buscar evidencia sobre la plasticidad de las sefiales
acusticas (Tabla 2.1). Sin embargo, si esto refleja, de hecho, como la flexibilidad se

distribuye a través de la filogenia, es algo que aun falta explorar.

Las explicaciones propuestas para el desarrollo de flexibilidad en las
sefiales acusticas en estos taxa van desde su capacidad para exhibir
comportamientos complejos hasta la presencia de centros de procesamiento
neuronal altamente derivados (Sol et al. 2005; Eliades & Wang 2008; Griebel &
Oller 2008; Keller & Hahnloser 2009; Remedios, Logothetis & Kayser 20009;
Tschida & Mooney 2012). En este sentido, la flexibilidad del comportamiento ha
sido sefialada como una capacidad que se ha desarrollado en taxa con sistemas de
comunicacion y repertorios de elevada complejidad (Griebel & Oller 2008). La
base neural de este tipo de ajustes en el comportamiento muy probablemente
implique mecanismos de retroalimentacion con el medio ambiente o con
estimulos internos (Eliades & Wang 2008; Osmanski & Dooling 2009; Sober &
Brainard 2009). Sin embargo, estudios empiricos han demostrado que estos
mecanismos no necesariamente estan arraigados en centros de procesamiento
superiores o mas derivados evolutivamente (Kelley 2004; Almli & Wilczynski
2009, 2012). Como se desprende del importante numero de estudios sobre
invertebrados o de algunos de vertebrados (e.g. peces, anfibios) presentados en la
Tabla 2.1 en los que el sistema nervioso estd caracterizado por una reducida
complejidad, asi como la inexistencia de ciertas areas del cerebro (e.g ausencia de

neocortex o neostriatum, dreas que si estan presentes en mamiferos y aves,
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respectivamente) (Reader & Laland 2002; Lefebvre, Reader & Sol 2004; Reader,
Sol & Lefebvre 2005). Estudios recientes han hecho un intento de avanzar en esta
direccion, tanto en términos teoricos (Dingemanse et al. 2010; Ghalambor et al.
2010) como empiricos, extendiendo la existencia de estudios sobre flexibilidad en
atributos de la comunicacion acustica a los llamados grupos mas basales, como
ser los peces (Amorim et al. 2011), anfibios (Ziegler et al. 2011; Hanna et al. 2014), e

invertebrados (Zhou et al. 2008; Cordes et al. 2013).

Parece claro que la posibilidad de ajustar las sefiales actisticas de acuerdo
al contexto es muy diferente entre los diferentes taxones. El cuadro general
sugiere un gradiente: en un extremo, los invertebrados, peces y anfibios serian
capaces de ajustar atributos "bdsicos" temporales y espectrales (intensidad,
frecuencia, duracion). Mientras que en el otro extremo del gradiente, los primates
podrian ser capaces de modular las sefiales de formas mas complejas. Sin
embargo, dado el lento pero creciente numero de estudios que dan cuenta de la
existencia de plasticidad en sefiales acusticas para una amplia variedad de taxa,
no seria extraiio que la diversidad de rasgos plasticos en la comunicacién muestre

un patron mucho mas complejo en el arbol evolutivo del que se pensaba.
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CONSIDERACIONES FINALES

Considerar a la comunicacién acustica animal a través de la lente de la
plasticidad fenotipica ofrece nuevas herramientas y enfoques que deberian ser
considerados. De hecho, el enfoque a través de la plasticidad fenotipica podria
traer nueva luz al estudio de la variabilidad en las sefiales acusticas, y de las
implicancias ecoldgicas y evolutivas de dicha variabilidad, tanto a nivel intra-
como interespecifico (Nussey et al. 2007; Ghalambor et al. 2010). Es necesario
acentuar la contribucién que el marco tedrico desarrollado puede hacer a nuestra
comprension de las connotaciones ecolodgicas y evolutivas de la plasticidad del
comportamiento. La capacidad de los individuos de responder en forma directa a
claves y estimulos ambientales, ajustando sus vocalizaciones ha generado
inferencias sobre su significado adaptativo. Sin embargo, este tipo de ajustes
quizas no siempre impliquen una ventaja en términos de preservar inalterado el

mensaje en el contexto de la comunicacion.

En este sentido, algunos estudios han demostrado que los cambios
plasticos en respuesta al ambiente, orientados a mantener una buena
propagacion en el espacio pueden llevar a una disrupcion en la informacién de las
sefales (Nemeth & Brumm 2010; Halfwerk et al. 2011). Por otro lado, algunas
especies parecen no tener la capacidad de realizar ajustes significativos en las
sefales acusticas (ver Barber et al. 2010). Mediante la generaciéon y acumulacion
de normas de reacciéon en senales acusticas de una diversidad de taxa y
comprendiendo diferentes efectos causales (e.g. Gross, Pasinelli & Kunc 2010;
Ziegler, Arim & Narins 2011) se puede ser optimista acerca de la emergenica de
una imagen madas clara en cuanto al rango taxonomico y las caracteristicas

generales de esta flexibilidad.
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CAPITULO ,

Plasticidad del canto de
Hypsiboas pulchellus en
respuesta a ambientes con
distinto nivel de atenuacion, y
su dependencia del estado
fisiolégico

Manuscrito en preparacion
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RESUMEN

La variaciéon individual en las sefiales acusticas tradicionalmente ha sido
vista como error, en un marco general de adaptacion de las sefiales al ambiente
para maximizar su propagacion. Sin embargo, existe evidencia creciente acerca de
la capacidad en diversos taxa de ajustar las caracteristicas de la sefial al contexto
ambiental en escalas temporales cortas. En este capitulo se explora la capacidad
de los machos de Hypsiboas pulchellus de ajustar las caracteristicas de su canto
de anuncio a un gradiente de atenuacion. Se utilizaron dos tratamientos de
atenuacion (alta y baja), y un control de procedimiento que no representaba
cambios en la atenuacion respecto a las condiciones de campo libre. Los datos
fueron analizados con dos enfoques complementarios: a) mediante un ANOVA
de bloques aleatorios, utilizando las medianas de cada tratamiento por individuo,
y b) con modelos mixtos, donde se incluy6 la condicién corporal como efecto fijo.
Los resultados de ambos andlisis fueron congruentes, mostrando que existe
flexibilidad en respuesta a las caracteristicas de propagacion del ambiente.
Asimismo, el factor individuo fue significativo en ambos tipos de anadlisis,
apuntando a efectos idiosincrasicos de los mismos. La respuesta general de los
individuos frente al tratamiento de baja atenuacion fue congruente con un ajuste
para maximizar la propagacion de la sefial frente a la atenuacién del ambiente,
presentando ademads interaccion significativa con la condicién corporal. Tanto el
tratamiento de atenuacion alta como el control de procedimiento produjeron
resultados heterogéneos, siendo la respuesta de los individuos similar para ambos
tratamientos. Su interaccién con la condicion corporal también fue significativa
para la mayor parte de las variables. Este estudio representa el primer reporte de
flexibilidad en respuesta a la atenuacién sonora del ambiente ampliando la norma
de reaccion. Ademads, apunta a la plasticidad como atributo dependiente del
estado fisioldgico de los organismos. Por dltimo, la capacidad de los organismos
de ajustar sus sefiales emerge como un fenémeno complejo, no sélo como
compensacion a la degradacion de las seiiales, sino integrando otras claves

ambientales, e influida por la condicidn fisiologica del organismo.

53







INTRODUCCION

Las sefiales acusticas juegan un rol fundamental en la comunicacion de los
anuros, facilitando interacciones sociales, mediando en la reproduccién vy
determinando la vulnerabilidad o riesgo de depredacion (Gerhardt 1994; Page &
Ryan 2005; Bernal et al. 2007). Las caracteristicas fisicas del habitat en que se
encuentra vocalizando un organismo producen un patréon tnico de degradacion 'y
atenuacion de la sefal (Forrest 1994; Bradbury & Vehrencamp 20m1). El ajuste
esperado en la estructura de la sefial para asegurar una transmision eficiente en
un determinado ambiente ha sido formalizado en la Hipodtesis de Adaptacion
Acustica (Morton 1975; Hansen 1979; Ey & Fischer 2009). La misma propone que
la seleccion dependiente de la estructura del habitat ha moldeado la evolucion de
las propiedades acusticas de los cantos (Morton 1975, Hansen 1979). En este
marco, la mayoria de los estudios han considerado las sefales actisticas como
atributos fijos, determinados por procesos selectivos (Patten, Rotenberry & Zuk
2004; Boncoraglio & Saino 2007). Sin embargo, la evidencia empirica en apoyo a
la asociacion entre ambiente y estructura del canto ha sido inconsistente,
particularmente en los anuros (Kime, Turner & Ryan 2000; Bosch & De la Riva

2004).

Recientemente se ha reportado variacion en vocalizaciones a una escala
espacio-temporal muy inferior a la tipicamente analizada (Lardner & bin Lakim
2002; Cunnington & Fahrig 2010; Ziegler et al. 20u; Hanna et al. 2014).
Especificamente, los organismos podrian ajustar, en tiempo real, los atributos del
canto en respuesta al microambiente de propagacion que experimentan (Lardner
& bin Lakim 2002; Ziegler et al. 2011). Estos estudios ademds de llamar la atencion
a la escala de anadlisis, identifican nuevos mecanismos involucrados en la
asociacion observada entre canto y ambiente, incorporando el potencial papel de
la plasticidad fenotipica. Estos resultados cuestionan la vision de adaptaciones
fijas como determinantes de la correspondencia entre la estructura de las senales
acusticas y el ambiente, otorgandole a la flexibilidad fenotipica un rol clave para

la comprension de dicha interaccion (Piersma & Drent 2003). Aun asi, los
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estudios que han documentado la existencia de flexibilidad fenotipica en el
comportamiento, y mas especificamente en la comunicacidon actstica son muy
escasos (ver Capitulo 2). Mds aan si se buscan trabajos que aborden
explicitamente el vinculo entre los patrones empiricos, la Hipdtesis de

Adaptacion Acustica y el marco tedrico de plasticidad fenotipica.

La plasticidad fenotipica es un area de investigacion que ha alcanzado un
gran desarrollo tedrico y empirico (Sarkar 2004), con fuertes implicancias a nivel
ecologico y evolutivo (Miner et al. 2005; Pigliucci 2005; Nussey et al. 2007). Si
bien el fendmeno de plasticidad es bien conocido ya desde la década de 1960 (Via
1993 y referencias alli citadas), es en las ultimas décadas que se consolida y se
constituye en un marco central en la biologia, dando cuenta de las variaciones en
atributos tanto morfoldgicos como fisioldgicos y comportamentales (West-
Eberhard 2003; DeWitt & Scheiner 2004b; Piersma & van Gils 2011). El estudio de
la plasticidad fenotipica se ha centrado tradicionalmente en el nivel poblacional
(Pigliucci 2005), enfocandose en rasgos no labiles que se expresan una unica vez a
lo largo de la vida de los individuos (plasticidad del desarrollo, sensu Piersma &
Drent 2003; West-Eberhard 2003). Sin embargo, los cambios en el ambiente
experimentados por los organismos frecuentemente son acompafados por ajustes
en rasgos fenotipicos (comportamentales, morfologicos, fisiologicos) que
presentan reversibilidad en su plasticidad fenotipica. Esto significa que son
expresados de manera repetida a lo largo de la vida de cada individuo, y que
presentan variabilidad a lo largo de la misma (Piersma & Drent 2003; Nussey et al.
2007). Este tipo de plasticidad reversible se denomina flexibilidad fenotipica
(Piersma & Drent 2003) y se asume que subyace las correlaciones entre ambiente y
fenotipo observadas a nivel poblacional en poblaciones naturales (Réale et al.

2003; Both et al. 2004).

La plasticidad fenotipica tipicamente se modela o estudia de manera
empirica a través del concepto de “norma de reaccion” (Via et al. 1995). La norma
de reaccion esta representada por una funcién que describe la variacion en un

determinado fenotipo en respuesta a un gradiente ambiental (Via et al. 1995;
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Schlichting & Pigliucci 1998). Esta se caracteriza, en su forma mas simple (i.e.
norma de reaccion lineal), por el intercepto y la pendiente, que representan el
valor del atributo en el ambiente promedio y la magnitud de respuesta al cambio o
gradiente ambiental, respectivamente (Schlichting & Pigliucci 1998; Nussey et al.

2007).

La posibilidad de mostrar una respuesta pldstica frente a cambios en el
ambiente estd restringida por factores fisioldégicos y morfoldgicos. Las
caracteristicas de la norma de reaccidén como ser su patron, magnitud, velocidad
de respuesta y su reversibilidad, suelen depender sistematicamente del estado
fisiologico de los organismos (David, Gibert & Moreteau 2003). Los cantos de las
ranas se encuentran entre las actividades energéticamente mdas demandantes
para animales ectotermos, llevando a incrementos en el metabolismo aerébico de
hasta 22 veces la tasa de reposo (Bucher, Ryan & Bartholomew 1982; Taigen,
Wells & Marsh 1985; Taigen & Wells 1985; Wells & Taigen 1986; Prestwich,
Brugger & Topping 1989). Asi mismo, el costo y la eficiencia de las vocalizaciones
en los anuros son dependientes de factores como la temperatura (McLister 2001,
Kiss et al. 2009) y la masa corporal (McLister 2001). Estos factores afectan directa
e indirectamente atributos del canto tales como su duracion y tasa de emision
(ver revisiones en Pough et al. 1992; Wells 2007). No obstante, la conexién entre
la energética de los organismos y el patron de flexibilidad fenotipica en el canto
no ha sido considerada. En particular, la condicién corporal es una variable
facilmente cuantificable (Jakob, Marshall & Uetz 1996; Peig & Green 2009, 2010) y
que tiene un vinculo claro con la cantidad de reservas energéticas que posee un
organismo para asignar (Ardia 2005; Schulte-Hostedde et al. 2005; Kaufman et al.
2007). En lo que refiere al canto y la disponibilidad de recursos para esta
actividad, al aumentar la masa corporal se incrementa la cantidad de reservas en
relacion al gasto energético y consecuentemente el tiempo que un individuo
puede dedicar al canto sin alimentarse (Wells 2001; McNab 2002). La masa
también determina la inercia térmica y por tanto el estado energético para
realizar una actividad sostenida (Hayes & Garland Jr 1995; Glazier 2009). Estos

limites a la capacidad pueden ser de importancia bioldgica, en particular en lo
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que hace al potencial de modular el canto en respuesta al ambiente. De esta
forma, la condicion o estado fisiologico de cada organismo deberia interactuar

con su rango de flexibilidad en los atributos del canto.

Los anfibios han sido un modelo 6ptimo para trabajar en temas de
flexibilidad fenotipica, particularmente en estudios de ecologia fisiologica (Feder
& Burggren 1992; Hillman et al. 2009). Una serie de caracteristicas hacen a este
grupo particularmente adecuado y tutil como modelo para el estudio de la
plasticidad en la estructura de las sefales actsticas: 1) la importancia del canto
para los anuros en aspectos tan diversos como interaccion social, reproduccion o
vulnerabilidad a la depredacion, 2) la seiial acustica experimenta variaciones
inducidas por el ambiente, registrandose ajustes comportamentales en el
individuo frente a variaciones en las condiciones ambientales (Tumer & Brainard
2007; Cunnington & Fahrig 2010; Ziegler et al. 2011; Hanna et al. 2014), 3) existe un
cuerpo de estudio muy solido en lo que se refiere a los atributos del canto, su
base neuroetoldgica, y a su variabilidad en respuesta al ambiente biético/abiotico
en que son emitidos (Pough et al. 1992; Ryan 2001; Gerhardt & Huber 2002;

Narins et al. 2007; Wells 2007).

En resumen, a pesar de su importancia tanto en aspectos ecolégicos como
evolutivos, el patréon de flexibilidad fenotipica en cantos, sus determinantes y
consecuencias han sido poco considerados hasta el momento. En este sentido, la
capacidad de los anuros de exhibir flexibilidad fenotipica en el canto ha sido
documentada en escasos trabajos (Lardner & bin Lakim 2002; Sun & Narins 2005;
Cunnington & Fahrig 2010; Ziegler et al. 2011; Hanna et al. 2014). Es por tanto
necesario avanzar en la identificacion del fendmeno en si mismo, describiendo la

norma de reaccion y sus determinantes ecofisiologicos.
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MATERIALES Y METODOS

Organismo modelo, sitio de estudio y método de registro de cantos

Hypsiboas pulchellus es un anuro de tamafio mediano (longitud hocico-
cloaca: 30-46 mm.; peso: 1.8-5,0 g.) dentro de los hilidos presentes en Uruguay.
Se distribuye en el sur de Sudamérica, especificamente en Uruguay, sur de Brasil,
centro y noreste de Argentina y sur de Paraguay. Los coros que forman los
machos se pueden encontrar en diferentes épocas del afio, sin una marcada
estacionalidad (Canavero et al. 2008). Es importante destacar que ya se ha
reportado flexibilidad en el canto de esta especie, asi como la estructura causal
que subyace a la relacion entre la estructura del habitat y las variables temporales
y espectrales de su canto de anuncio (Ziegler et al. 2o11). El trabajo de campo se
llevé a cabo en el Area Protegida Privada “Indigena”, ubicada en la entrada del
Balneario Solis, Departamento de Maldonado, Uruguay (34° 47" 32,85 S; 55° 22
12.68” W), entre el setiembre y noviembre de 2011 y marzo y mayo de 2012. Los
muestreos se hicieron con condiciones atmosféricas suaves en cuanto a vientos

(escala Beaufort o a 2) y sin precipitaciones.

Los cantos de anuncio fueron grabados utilizando una grabadora digital
(solid state recorder Marantz PMD 661) y un microfono shotgun direccional
(Sennheiser ME66/K6). Los sonidos fueron grabados en formato .wav con una
frecuencia de muestreo de 44,1 kHz, y una resolucién de 16 bit (mono). El
procesamiento de las sefiales para la obtencion de las variables del canto fue
hecho en Audacity 2.0.6, editor de grabacion y edicion de sonido libre, de cddigo
abierto (Audacity Development Team 2014). Las variables utilizadas para el
andlisis fueron frecuencia dominante y duracién de la nota 1, frecuencia
dominante y duracion de la nota 2, duracién del intervalo inter-notas, duracion
total del canto y tasa de canto. Estos parametros son considerados descriptores
robustos de los cantos de anuncio de los anfibios en general, pues aparecen como
los menos variables dentro de las vocalizaciones de diferentes especies de anuros
(Gerhardt 1991; Gerhardt & Huber 2002). La descripcién de cada una de las

variables se encuentra en la Tabla 3.1y su representacion grafica en la Figura 3.1.
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Todas las variables fueron obtenidas a partir de espectrogramas y oscilogramas

generados en Audacity 2.0.6.

Tabla 3.1 Lista de atributos del canto de Hypsiboas pulchellus utilizados en este estudio. Las

descripciones siguen las definiciones propuestas por Cocroft y Ryan (1995)

Atributo Descripcion

Frecuencia dominante Frecuencia (arménico) del canto que contiene la mayor cantidad de
energia, determinada a partir de un espectro de potencia calculado
mediante una Transformada Rapida de Fourier (FFT), en este caso
de cada una de las notas de H. pulchellus

Duracién de nota Tiempo desde el comienzo hasta el final de una nota

Intervalo entre notas Espacio de tiempo entre las dos notas que componen un canto. De
menor duracién que la separacion entre cantos sucesivos

Duracién total canto Sumatoria de la duracién de las notas 1y 2 y el intervalo entre notas

Tasa de canto Variable descrita y calculada como: (N° total de cantos -1)/tiempo
total desde el comienzo del primer canto hasta el comienzo del
Ultimo canto
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Figura 3.1 Representacion grafica de los pardmetros del canto de H. pulchellus utilizados en
esta tesis. a) Oscilograma mostrando una secuencia de siete cantos; b) Ampliacion del
oscilograma de un canto, mostrando la estructura del mismo: A= nota 1 (duracién), B= nota 2
(duracién), C= duracién total del canto, D= intervalo entre notas; ¢) Espectrograma del canto
mostrado en b), donde se observa la ausencia de modulacion en frecuencia; d) Esquema del

calculo de la tasa de canto.
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Protocolo experimental

Las grabaciones fueron realizadas entre las 22:00 y las o02:00,
aproximadamente, que es el rango de horas en que los coros de H. pulchellus son
mas densos y estables. Una vez que se identificaba un macho vocalizando, se

procedia a grabarlo bajo cuatro tratamientos.

El disefio experimental para los tratamientos consistié en una estructura
de aluminio formando las aristas de un cubo de 0,5 metros de lado (Figura 3.2).
Esta estructura permitio la colocacién movil, a forma de pared, de espumas
acusticas con diverso grado —conocido— de atenuacién sonora (Figura 3.3). Se
utilizaron espumas actisticas marca Sonex serie Valueline con cufias anecoicas, de
dos grosores diferentes (20 mm y 42 mm). De esta forma fue posible generar un
gradiente de atenuacidn progresivo, sin la aparicion de ecos. Cada uno de estos
dos tipos de espuma correspondi6 a un tratamiento (atenuacion baja: espuma de
20 mm; atenuacion alta: espuma de 42 mm). Adicionalmente, cada individuo se
grabd en condiciones de campo libre (a aproximadamente 30 cm. de la fuente de
emision para evitar interferencias por ondas reflejadas) y utilizando solamente la
estructura de la caja, pero sin las espumas (Figura 3.2). Este ultimo tratamiento
fue pensado a modo de control de procedimiento, ya que se colocaba la caja
alrededor del macho que se hallaba vocalizando, pero este no experimentaba

ningun tipo de atenuacion sonora adicional.

Para evitar un sesgo sistematico por el orden de los tratamientos, estos
fueron semi-aleatorizados: para todos los individuos grabados el primer
tratamiento fue en campo libre; pero fue aleatorizado el orden de los otros 3
tratamientos (atenuacion baja y alta, y control de procedimiento), utilizando la
funcion sample() en R. En cada tratamiento, los individuos fueron grabados por 3
minutos (extendiéndose la grabacion si a este tiempo el individuo de encontraba

en una ronda de canto o call bout).
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Se grabd un total de 16 machos, registrandose y analizdndose un total de
7540 vocalizaciones. Luego de finalizados todos los tratamientos, cada macho fue
pesado con una balanza de resorte (Pesola Micro Line) con una precision de 0,05
g luego de presionar suavemente su zona abdominal inferior para estimular el
vaciado de la vejiga, y su longitud hocico-cloaca medida con un calibre digital
(Mitutoyo Absolute Snap Caliper Series 573) con una precision de 0,01 mm. Para
cada individuo que era grabado también se tomd la temperatura del aire en el
sitio de canto con una precisiéon de 0,05 °C con una estacién meteorologica
portatil (Ambient Weather WM-4). Con los datos de masa y LHC se calculé un
indice de condicion corporal en base a los residuos de la relacion alométrica entre
los logaritmos naturales de la masa corporal y la longitud hocico-cloaca (indice

residual de la condicion corporal, BCI; Schulte-Hostedde et al. 2005).
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Figura 3.2 Esquema del disefio experimental para modificar la atenuacion del ambiente. A)
Individuo vocalizando en campo libre; B) Control de procedimiento: el individuo vocaliza “dentro”
de la estructura de la caja, pero sin experimentar atenuacion extra; C) Tratamiento de atenuacion
baja; D) Tratamiento de atenuacién alta. El orden en que se presentan los tratamientos no se

corresponde con el orden en que fueron presentados a los individuos (ver texto).
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Figura 3.3 Diferencia en grado de atenuacion de los tratamientos experimentales usados (solo
se muestran los tratamientos de atenuacion baja (gris claro) y atenuacion alta (gris oscuro). La
linea verde muestra el coeficiente de absorcion promedio de ambas espumas, con el mayor grado
de absorcién aproximadamente entre 1000 y 3000 Hz, correspondiente a la banda de frecuencia

utilizada por H. pulchellus

Abordaje de andlisis estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos se utilizaron dos abordajes. En
primer lugar, un abordaje general, que analiza la norma de reaccién a nivel de la
poblacion de datos, utilizando las medianas de las diferentes variables del canto.
Se decidio utilizar las medianas por sobre la media como medida de tendencia
central debido a la gran cantidad de datos y la presencia de valores disparados.
Los datos se analizaron como un disefio de bloques aleatorios, donde el factor
Individuo representé los bloques. Para determinar qué tratamientos diferian del
resto dentro del conjunto de tratamientos se utilizd el test post-hoc HSD de
Tukey (Tukey’s honestly significant difference). Este test compara la diferencia
entre cada par de medias ajustando de manera apropiada por las comparaciones

multiples (Quinn & Keough 2002).

En segundo lugar, y para explorar al maximo la informacion contenida en
la base de datos (mds de 7000 cantos), se utilizaron modelos de efectos mixtos.

Estos modelos son particularmente ttiles cuando, como en este caso, los datos
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presentan algun tipo de estructura jerarquica o de agrupacion (e.g. bloques o
medidas repetidas, Crawley 2007; Zuur et al. 2009). Los modelos mixtos han sido
recientemente valorizados en el estudio de datos plasticidad fenotipica en
individuos (Nussey et al. 2007), particularmente para analizar diferentes niveles
de variacion (inter- vs. intra-individual) en datos comportamentales (Nussey et al.
2007; Dingemanse et al. 2010; van de Pol 2012; Dingemanse & Dochtermann 2013).
Los modelos mixtos permiten separar las variables predictoras en lo que se
denomina efectos fijos y efectos aleatorios. Los efectos fijos son variables
explicativas para las cuales los niveles en el experimento han sido elegidos por el
experimentador (influyen en la media de la variable respuesta), mientras que los
niveles de los efectos aleatorios han sido tomados de manera aleatoria de una
poblaciéon mayor de niveles posibles (gobiernan la estructura de varianza-

covarianza de la variable respuesta) (Bennington & Thayne 1994; Crawley 2007).

Las variables de respuesta en los modelos mixtos fueron: frecuencia
dominante de las notas 1y 2, duracién de las notas 1y 2, duracién del intervalo
entre notas, duracion total del canto y tasa de canto. En cuanto a los efectos fijos,
se tomo la variable tratamiento como factor con 4 niveles. Ademas, para explorar
el efecto del estado fisioldgico de los organismos en su respuesta a los
tratamientos, se utilizé el indice de condicion corporal (BC), calculado en base
los residuos de la regresion lineal del peso sobre la longitud hocico-cloaca (Jakob
et al. 1996; Schulte-Hostedde et al. 2005). Por ultimo, y para dar cuenta de la
posible estructuracion temporal de los cantos, se utilizaron dos variables para la
secuencia de cantos: i) el logaritmo de la secuencia y ii) su valor lineal y
cuadratico. El criterio utilizasdo para la eleccion entre las distintas variables de

secuencia temporal en el modelo final fue a través del Criterio de Informacion de

Akaike (AIC).

En todos los modelos el individuo fue modelado como un factor aleatorio.
Se considerd un efecto aleatorio en el intercepto del modelo asociado al individuo
que emitia el canto. Esto implica la potencial existencia de variaciones en el valor

promedio de cada atributo del canto analizado, asociadas al individuo. El numero
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bajo de individuos involucrados limitd la consideracion de potenciales efectos
aleatorios en la pendiente de las relaciones funcionales (ver Dingemanse &
Dochtermann 2013). Los modelos se construyeron utilizando la funcion lme

incluida en el paquete nlme (Pinheiro et al. 2015) disponible en R.
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RESULTADOS

Efecto general de los tratamientos

Se detectaron diferencias significativas en las medianas de los cantos entre
tratamientos (Figura 3.4). El efecto del tratamiento fue significativo en todas las
variables menos en la frecuencia dominante de la nota 1 y en la tasa de canto
(Figura 3.4). El andlisis post hoc con el test de Tukey mostr6é una gran variacion
entre los parametros del canto en relacion a los tratamientos identificados como
estadisticamente significativos (Figura 3.4). Se destaca que las variables del canto
analizadas nunca fueron significativamente distintas entre el tratamiento control
y el de mayor atenuacion (Figura 3.4), que a su vez fueron distintos de las
condiciones de campo libre en cuanto al intervalo entre notas, la duracién total
del canto y la frecuencia dominante de la nota 2 (Figura 3.4b,e,f). La respuesta al
tratamiento de baja atenuacion fue significativa para la frecuencia y duracion de
la nota 2, la duracién de la nota 1 y el intervalo entre notas. Asimismo, la
respuesta a este tratamiento fue significativamente distinta al de atenuacion alta

y al control de procedimiento para todas las medidas de duracion (Figura

3.4¢,d,e,f)
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Figura 3.4 Resultado del andlisis de varianza para las siete variables del canto analizadas. Se

muestra el valor del estadistico F seguido del nivel de significancia (' = no significativo; * =0,05; **

=0,01; ***=0,001). Se indica qué tratamientos fueron diferentes entre si a partir del resultado del

test de Tukey HSD. CL: campo libre; CP: control de procedimiento; AB: atenuacion baja; AA:

atenuacion alta.
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Modelos mixtos

Los modelos mixtos consistentemente identificaron un componente
idiosincrasico en los atributos del canto (Figuras 3.5). Asimismo, este andlisis
permitié detectar interacciones significativas entre la respuesta a los tratamientos
y el estado de los organismos (Figuras 3.6 y 3.7). El tnico tratamiento que fue
consistentemente significativo para todas las variables consideradas fue el de baja
atenuacion. Los individuos disminuyeron la frecuencia dominante de ambas
notas y aumentaron la duracion de las mismas, asi como la duracién total del
canto, en respuesta al tratamiento de baja atenuacion (Figura 3.5). Este
tratamiento también tuvo una interaccion significativa con la condiciéon corporal:
los individuos con mejor condicion corporal fueron capaces de ajustar su canto

(Figuras 3.6 y 3.7; Tabla 3.2).

Congruentemente con lo reportado para el andlisis de varianza, el
tratamiento de alta atenuaciéon y el control de procedimiento presentaron
resultados heterogéneos, aunque tendieron a ser similares entre si (ver mas
abajo). El tratamiento de mayor atenuacion fue significativo para todas las
variables del canto excepto para aquellas relacionadas a la nota 2 (tanto su
frecuencia como su duracion). En cuanto a la interaccidn tratamiento - condicién
corporal, ésta fue significativa en todos los parametros del canto analizados
(Figuras 3.6 y 3.7; Tabla 3.2). Por dltimo, el control de procedimiento fue
significativo para las variables temporales duraciéon de la nota 1, intervalo entre
notas y duracion total del canto. También fue significativa su interacciéon con la
condicion corporal a excepcion de la frecuencia de la nota 1 (marginalmente

significativo) y el intervalo entre notas (no significativo) (Figura 3.6a y 3.7c; Tabla

3.2).
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Figura 3.5 Diferencias entre los tratamientos y el registro en campo libre obtenidas a partir de los

modelos mixtos de cada una de las variables del canto. n.s = no significativo; * =0,05; ** = 0,01;

***=0,001. CL: campo libre; CP: control de procedimiento; AB: atenuacidn baja; AA: atenuacion

alta.
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Figura 3.6 Interaccion entre plasticidad y condicion corporal. Se muestra la incidencia de
plasticidad en los distintos tratamientos (CP: control de procedimiento; AB: atenuacion baja; AA:
atenuacioén alta) respecto al canto en campo libre (CL) en funcién del indice de condicion corporal
de los individuos. a) Frecuencia dominante de la nota 1; b) frecuencia dominante de la nota 2; y ¢)
tasa de canto. Se indica si la interaccion entre tratamiento y condicién corporal fue significativa

respecto a las condiciones naturales (* = 0,05; ** = 0,01, *** = 0,001; n.s = no significativo).
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plasticidad en los distintos tratamientos (CP: control de procedimiento; AB: atenuacion baja; AA:

atenuacioén alta) respecto al canto en campo libre (CL) en funcion del indice de condicion corporal

de los individuos. a) Duracién de la nota 1; b) Duracion de la nota 2; c) Intervalo entre notas; y d)

duracién total del canto. Se indica si la interaccion entre tratamiento y condicion corporal fue

significativa respecto a las condiciones naturales (* = 0,05; ** = 0,01; *** = 0,001; n.s = no

significativo).
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Tabla 3.2 Resumen del resultado de los modelos mixtos las distintas variables del canto (columnas; DF1: frecuencia dominante de la nota 1; DF2: frecuencia
dominante de la nota 2; DN1: duracién de la nota 1; DN2: duracién de la nota 2; IEN: intervalo entre notas; DC: duracion del canto; TC: tasa de canto). La columna
“Término” indica los términos incluidos como factores fijos en los modelos (las celdas en gris indican que ese término no fue incluido en el modelo de la variable

respectiva.

Término FD1 FD2 DN1 DN2 IEN DC TC
Intercepto 2489,7 (***)  2647,2 (***) 0,017 (***) 0,047 (***) 0,074 (***) 0,14 (***) 0.97 (***)
Trat(sm) 10,9 -33,6 2,2.103 (***) 6,0.10° 0,012 () -0,011 (***) 9,0.103 ()
Trat(ef) 108,9 (***) 90,3 (***) 43103 (™)  5,7.10% (™) -56.10%(**)  4,4.10°%(*)  -0,052 (***)
Trat(eg) 41,2 (* 0,7 2,5.103 (***) -7.6.104 -7,8.108 (**)  -6,1.10- (***) 3,5.103
Seq 0,11
Seq? -1,5.10 ()

logSeq 1,4.10° (***) 1,7.10+ -3,1.108 (™) -1,4.103 (%)
BC -7,01 -106,4 1,8.10° -4,0.10° -3,3.10° -5,5.10° 3,9.10+
Trat(sm):Seq 0,29

Trat(ef):Seq 0,90 (*)

Trat(eg):Seq 0,22

Trat(sm):Seq? 1,1.10°

Trat(ef):Seq? -5,6.10°3 (***)

Trat(eg):Seq? 6,0.10+

Trat(sm):logSeq 77,04 (%) -7,1.104 (™) 2,0.104 3,8.10° (™)  3,6.108 (**)
Trat(ef):logSeq 6,3 -1,9103 (™) -3,4.10° (***) -7,4.10+ -6,0.103 (***)
Trat(eg):logSeq 39,01 ()  -1.3.108 (**) -3,6.10+ 6,8.104 -9,5.10+4
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Trat(sm):BC
Trat(ef):BC
Trat(eg):BC

337()
-206,9 (***)
61,1 (*)

-323,6 (**)
92,04 (**¥)
132,03 (**)

3,3.103 ()
5,7.10 (**4)
2,7.10% (***)

6,1.10 (***)
6,3.10 (***)
5,9.10°% (*+*)

7,1.104
-2,4.10% (*+¥)
1,6.10% ()

0,010 (**)
9,7.103 (**)
0,010 (**)

0’21 (***)
_0’23 (***)
-0,01
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DISCUSION

En este capitulo se abordo el estudio de la norma de reaccion en el canto
de H. pulchellus con dos enfoques complementarios. Por una lado, un andlisis que
condensa los datos, enfocandose en la tendencia general de respuesta (ANOVA
con las medianas). Complementariamente, los andlisis basados en modelos
mixtos utilizan al maximo la cantidad de datos obtenida (mas de 7500 cantos),
explorando particularmente la relacion entre la plasticidad en el canto y la
condicion corporal. Ambos enfoques convergen en cuatro ideas principales: i) se
confirma la existencia de flexibilidad; ii) las variables temporales (duracién de
elementos y espacios inter-elementos del canto) presentan mayor flexibilidad que
las variables espectrales en respuesta a la estructura del ambiente; iii) la
expresion de flexibilidad tiene un componente idiosincrasico, que viene dado en
parte por la capacidad de asignacion de recursos al canto (condicion corporal); iv)
existe flexibilidad frente a atributos del ambiente que no necesariamente

representan una fuente de atenuacion o degradacion de la sefal.

Este estudio representa un paso hacia la consolidaciéon de un papel
importante de la flexibilidad en los atributos de las sefiales (Lardner & bin Lakim
2002; Tumer & Brainard 2007; Gross et al. 2010; Verzijden et al. 2010; Bermudez-
Cuamatzin et al. 2011; Ziegler et al. 2011; Potvin & Mulder 2013; Hanna et al. 2014).
El ajuste de las sefiales acusticas a las caracteristicas del ambiente se ha enmarcado
tradicionalmente dentro de la Hipdtesis de Adaptacion Acustica (HAA, Morton
1975; Forrest 1994; ver revision en Ey & Fischer 2009). Esta hipotesis presenta
predicciones concretas respecto a los ajustes esperados en la estructura las sefiales
acusticas de acuerdo a las caracteristicas del medio de propagacion, de forma de
minimizar la atenuacién y la distorsién (degradaciéon) con la distancia. En este
estudio, los resultados obtenidos estan linea con las predicciones de la Hipdtesis
de Adaptacion Acustica respecto a que en ambientes con mayor atenuacion, los
elementos que componen las sefales deberian de ser mas largos, algo que ya

habia sido reportado en esta especie (Ziegler et al. 2011).
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Es interesante destacar que de este trabajo emerge la condicién corporal
como un factor clave en la capacidad de los organismos de ajustar sus sefales al
medio de propagacion. En un rango de atenuacion moderada, los individuos con
mejores indices de condicion corporal pudieron ajustar todos los parametros del
canto (a excepcion del intervalo entre notas) de manera significativa y en linea
con las predicciones de la HAA (optimizacion de la propagacion). Una nota a este
respecto es el hecho de que los indices de condicion corporal basados en la
relacion alométrica entre la masa y la longitud del cuerpo reflejan principalmente
las reservas en cuanto a lipidos y proteinas (bajo la forma de masa muscular) .
Estos resultados son congruentes con el conocimiento sobre la energética del
canto en anfibios, donde se asume que la emision de elementos mas largos y
frecuencias mas bajas es metabdlicamente costoso (Ryan 1988; Pough et al. 1992;
Prestwich 1994; Wells 2001). Las interacciones estadisticas suelen ser el
componente de los andlisis de regresion donde mayor informacion bioldgica
puede ser extraida (Underwood 1997). En este contexto, el presente trabajo
avanza en la interacciéon entre el ambiente fisico y estado fisiologico como

determinante de los atributos de flexibilidad observados en los organismos.

Sin embargo, la plasticidad en las sefiales emerge como un fendémeno
complejo en respuesta a la percepcion por parte del organismo del ambiente que
lo rodea. En este sentido, enfocarse en el andlisis de la plasticidad tnicamente
como un mecanismo para maximizar la propagacion de la sefial puede resultar en

una vision parcial del fenémeno. Como resultado general, los tratamientos

3 En este sentido, la significancia de la condicion corporal calculada de esta forma en la capacidad

de ajustar las sefiales podria ser un indicio del uso de reservas lipidicas como principal sustrato
energético para el canto en H. pulchellus. Si bien la base energética para el canto es considerada
como una mezcla de glucdgeno y lipidos en diversas especies de anfibios (Taigen & Wells 1985;
Grafe 1996; Bevier 1997; Grafe & Thein 2001; Carvalho, Gomes & Navas 2008), en especies con
tasas de canto elevadas y/o periodos reproductivos largos (como es el caso de H. pulchellus), se ha
reportado los lipidos como sustrato principal (Grafe 1996; Ressel 1996, 2001; Wells & Bevier 1997;
Bevier 1997). Aun asi, el tipo de sustrato energético utilizado podria tener relevancia en las
caracteristicas del canto (incluida la flexibilidad de sus atributos), lo cual ha sido poco explorado.
En especies cuya extension del periodo reproductivo posiblemente exija el uso diferencial de
sustratos (glucogeno vs. lipidos) a lo largo del tiempo, saber cudles son los sustratos relevantes, y
cudl es la relacion entre estos y la condicion corporal, sera sin duda un aporte para comprender
los patrones de variabilidad del canto.
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utilizados en este estudio pueden estar siendo percibidos por los organismos
como distintos tipos de sefiales. Por un lado, los organismos respondieron al
tratamiento de atenuacidén baja de manera congruente con una variacién en la
estructura del ambiente que pueden detectar y afrontar en forma plastica. Por
otro lado, uno de los resultados mas enigmaticos de este estudio es el efecto
significativo del control de procedimiento y su similitud con el tratamiento de
atenuacion alta. Existen en principio dos posibles explicaciones para este
fendmeno. Esta similitud podria originarse a partir de una respuesta similar a
sefiales ambientales distintas. Por ejemplo, un exceso de atenuacion podria
generar en el individuo que se encuentra vocalizando la percepcién de un cambio
en el contexto social (disminucion del tamafio del coro o distancia al vecino mas
cercano). Existe evidencia de que el contexto social afecta diversos atributos del
canto, particularmente la tasa y esfuerzo de canto, asi como la frecuencia
(Sullivan & Wagner Jr 1988; Wagner 1989; Gerhardt & Huber 2002; Kime,
Burmeister & Ryan 2004). Asimismo, los atributos de las sefales actsticas que
hacen a un macho mas atractivo y por tanto mejor competidor generalmente
aumentan su riesgo de predacién, haciéndolo mas conspicuo (Ryan, Tuttle &
Rand 1982; Lesbarréres & Lodé 2002; Bernal et al. 2007; Jang 20m). El control de
procedimiento puede haber sido interpretado como algun tipo de riesgo, ya que
sumado a la manipulacién en su entorno inmediato, es posible que al menos en
ciertas condiciones, los individuos perciban visualmente al investigador y/o al
micréfono en su proximidad. De esta forma, ambos tratamientos pudieron haber
generado una percepcidn y respuesta similar a dos tratamientos implementados

con la idea de generar diferentes escenarios.

Este trabajo fue desarrollado con una metodologia original para abordar el
estudio de la norma de reaccion del canto en respuesta a la atenuacion del
ambiente. El desarrollo de enfoques novedosos en biologia esta plagado de este
tipo de resultados, que aunque no esperados, suelen representar importantes
contribuciones al marco tedrico (Lindenmayer et al. 2010). Notablemente, un
estudio reciente enfocado en la flexibilidad del canto en anuros también ha

reportado resultados similares en otra especie y frente a otro estimulo ambiental
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(nivel de ruido, Hanna et al. 2014). Especificamente, en ese estudio Hanna y
colaboradores utilizaron 2 niveles de ruido (alta y baja frecuencia) y dos controles
de procedimiento (emisién de grabaciones silenciosas) posteriores a cada uno de
los niveles de ruido, evaluando el ajuste en tres parametros del canto: duracién,
tasa de canto y frecuencia. La respuesta de los individuos a los tratamientos no
siempre fue congruente con un ajuste para evitar el enmascaramiento de la sefial
y mejorar la propagacion de la misma. Ademads, los individuos mostraron una
respuesta a los controles de procedimiento que no fue explicable simplemente

por un efecto residual de los tratamientos (Hanna et al. 2014).

La HAA ha contribuido a entender el ajuste de las sefiales a las
caracteristicas del ambiente (revisado en Ey & Fischer 2009) a nivel interespecifico
(Medina & Francis 2012), intraespecifico (Gross et al. 2010; Bertram et al. 2013) y
recientemente también a nivel intraindividual (Ziegler et al. 2011; Hanna et al.
2014). Sin embargo, este trabajo pone de manifiesto que cambios en las
caracteristicas del ambiente podrian representarse a través de tres ejes: calidad de
propagacion (HAA, Morton 1975; Forrest 1994), competencia acustica (Bosch &
Marquez 1996; Grafe 1996; Callander et al. 2013) y riesgo de depredaciéon
(Greenfield & Baker 2003; Page & Ryan 2005; Bernal, Rand & Ryan 2006).
Maximizar la propagacion puede tener costos en cuanto al reconocimiento o
atraccion de la senal (Christie, Mennill & Ratcliffe 2004; Hoeschele et al. 2010),
mientras que disminuir el riesgo de predacion puede implicar sefiales sub-6ptimas
(Ryan et al. 1982; Page & Ryan 2005) o permanecer en un ambiente con alta
competencia (i.e energéticamente demandante, Bayly & Evans 2003). Estos
escenarios imponen restricciones al desarrollo de una estrategia optima en
términos de propagacion de la sefial (Kotiaho 2001). De esta forma, la HAA es un
punto de partida para ampliar nuestra vision sobre a) qué aspectos del ambiente
son percibidos por los organismos y en qué forma; b) cdmo se genera la plasticidad
(como un posible mecanismo de respuesta); y c¢) cudl es la relacion entre el costo

(e.g metabdlico) de ser flexible y el potencial beneficio de ajustar la sefial al medio.
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El estudio de la plasticidad en sefales acusticas ha estado centrado en la
variabilidad a nivel poblacional (Sih 2004). En este sentido, la variacion inter-
individuos dentro de una poblacidén ha sido tratada como ruido o error en este tipo
de comparaciones (Ives et al. 2007; Careau & Garland Jr 2012). Y este mismo rol es
el que se le ha asignado a la variacion intraindividual en estudios de variacion
entre individuos (Head et al. 2012), considerando a dicha variabilidad como algo
que borronea el significado y la interpretacion de las sefiales. Sin embargo, un
renovado interés en la variacidn intraindividual ha hecho emerger una diversidad
de fendmenos a nivel individual asociados a plasticidad de los cuales es necesario

dar cuenta.
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CAPITULO E

Escalamiento intraespecifico
en el canto de anuncio de
Hypsiboas pulchellus:
interaccion entre la
temperatura, el tamano
corporal y el estado fisiologico

Manuscrito en revisiéon en: Oecologia
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RESUMEN

La comprension de los determinantes fisioldgicos y ambientales de las
estrategias de asignacidn reproductiva es un objetivo fundamental en la biologia.
Debido a su alto costo metabolico, las propiedades de las sefales sexuales
acusticas pueden estar correlacionadas con el tamafio corporal, la temperatura y
el estado fisiologico de los individuos. Recientemente fue propuesta una teoria
cuantitativa para la comunicacidn acustica, que conecta el metabolismo con la
estructura de las sefiales acusticas. En este capitulo analizamos el escalamiento
con la masa, temperatura, y la condicidon corporal de los atributos espectrales y
temporales del canto de anuncio de Hypsiboas pulchellus. Encontramos que la
dependencia de la frecuencia dominante con la masa sigui6 el patron esperado
por un escalamiento metabodlico, aunque una relacion alométrica no metabolica
también podria dar cuenta del patron observado. Las variables temporales
escalaron con la masa inversamente a las expectativas metabdlicas, en
consonancia con los modelos empiricos intraespecificos reportados hasta la fecha.
La dependencia de la temperatura de la mayoria de los atributos del canto siguié
predicciones metabolicas a pesar de una considerable variacion en la energia de
activacion calculada. Por ultimo, la condicién corporal aparece como un factor
determinante de las caracteristicas del canto, en interaccion con la temperatura o
la masa. Si bien se ha alcanzado un nivel de conocimiento importance acerca de
los determinantes proximos de la variabilidad en los atributos del canto de
anuncio, los mecanismos a través de los que operan parecen ser mds complejos
de lo que se pensaba. En concreto, estos pueden incluir: i) mecanismos no
metabolicos asociados a la masa como ser el escalamiento en el aparato laringeo y
otros rasgos morfologicos vinculados a la produccién de sonido; ii) la funcion de
la asignacion estado-dependiente a la reproduccion; y iii) la importancia relativa
de estos mecanismos a nivel intra e interespecifico. Los determinantes de las
caracteristicas del canto surgen como un tema clave de la investigacion en
ecologia del comportamiento vy fisiologica, con varios puntos de debate para ser

analizados tanto en aspectos tedricos como empiricos.
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INTRODUCCION

El tamario corporal de un organismo, su estado fisiologico y la temperatura
tanto ambiental como corporal han sido identificados como los principales
factores que afectan la produccion de sonido en varios taxa (Prestwich 1994;
McLister 2001; Amorim et al. 2o1). En muchas especies de anuros, durante los
eventos reproductivos los machos se agregan en coros donde emiten sus
vocalizaciones, altamente demandantes en términos energéticos, para atraer a las
hembras. De hecho, la producciéon de sonido en los anuros puede ser una de las
actividades energéticamente mas exigentes (Prestwich 1994; McLister 2001). Por
lo tanto, es esperable que la actividad reproductiva de los machos deba estar
severamente limitada por su capacidad metabolica (Wells & Taigen 1984; Moore
& Hopkins 2009) y su condicion corporal (Judge, Ting & Gwynne 2008; Bertram

et al. 2o11; Harrison et al. 2013).

La tasa metabolica marca el ritmo de la captacion de recursos y la
asignaciéon de energia para la sobrevivencia, crecimiento y reproduccidn,
afectando de esta forma muchos procesos biolédgicos, incluyendo la comunicacion
animal (Hayward, Gillooly & Kodric-Brown 2012). La temperatura y la masa
corporal tienen un fuerte efecto en muchos procesos bioquimicos, fisiologicos y
ecologicos (McNab 2002; Brown et al. 2004; Sibly, Brown & Kodric-Brown 2012).
De hecho, existe un amplio soporte en la literatura que establece que debido a su
elevado costo metabdlico, algunas propiedades de las sefales acusticas pueden
estar correlacionados con el tamafio corporal o la temperatura (Ryan 1988;
Prestwich et al. 1989; Pough et al. 1992; Wells 2007). Recientemente se ha
propuesto una teoria cuantitativa que describe la dependencia de atributos clave
de las seiiales acusticas con el tamafio corporal y la temperatura (Gillooly & Ophir
2010). Esta teoria se basa en principios bien establecidos de la energética y
fisiologia de los organismos (West, Brown & Enquist 1997; Brown et al. 2004;
Allen & Gillooly 2007). En esencia, a pesar del persistente debate sobre los valores
especificos del exponente (Glazier 2005, 2006; White, Phillips & Seymour 2006;

White, Cassey & Blackburn 2007), se acepta como un principio general que el
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tamafio corporal y la temperatura determinan la tasa metabdlica (McNab 2002;
Gillooly & Ophir 2010; Sibly et al. 2012). Adicionalmente, las tasas de disparo de
las neuronas y la contraccién muscular dependen a su vez directamente de la tasa
metabolica masa-especifica (Prestwich 1994; Bennet-Clark & Daws 1999;
Hempleman et al. 2005). Por ultimo, si la frecuencia del sonido es proporcional a
la frecuencia de vibracion de los musculos que lo producen, y si la tasa de canto
(i.e. naimero de cantos por unidad de tiempo) se rige por las tasas de contraccion
muscular, se puede establecer una conexion directa entre la temperatura, la masa
corporal y los atributos del canto, mediada por cambios en el metabolismo

(Gillooly & Ophir 2010). Estas hipotesis se resumen en la Figura 4.1.

Esta potente conexion causal entre metabolismo y estructura de las sefiales
acusticas permite hacer una serie de predicciones cuantitativas (ver Gillooly &
Ophir 2010 y Figura 4.1): a) tanto el logaritmo natural (In) de la frecuencia como
de la tasa de canto —una vez corregidos por la temperatura- deben ser funciones
lineales del logaritmo de la masa corporal, con una pendiente de -0,25; b) el In de
la frecuencia y la tasa de canto -una vez corregidos por la masa corporal- deben
ser funciones lineales del inverso de la temperatura absoluta (es decir, 1/kT) con
una pendiente cercana a -0,65, que representa la energia de activacion (Gillooly et
al. 2001), siendo k la constante de Boltzmann expresada en electrén Voltios (8,62
x 10-5 eV.K-1); ¢) por otro lado, el In de los atributos temporales (e.g. duracién de
las notas, total del canto) —una vez corregidos por la temperatura- deben mostrar
una dependencia lineal con el In de la masa corporal con una pendiente de 0,25;y
d) cuando el In de las variables temporales se corrige para la masa corporal, debe
ser una funcion lineal de 1/kT con una pendiente de 0,65. Cabe senalar que la
logica detras de estas predicciones es robusta a las variaciones en el valor de los
exponentes que relacionan el metabolismo con el tamafno del cuerpo y la

temperatura.
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Figura 4.1 Esquema de la relacion propuesta entre la tasa metabolica masa-especifica y las
variables del canto. La equacion dentro del cuerpo de la rana (si, es una rana) representa la
ecuacion fundamental de la Teoria Metabdlica de la Ecologia (Brown et al. 2004), a partir
de la cual se derivaron predicciones especificas para las sefiales acusticas (Gillooly & Ophir
2010; también mostradas en forma de ecuaciones). MR= tasa metabdlica; B/M= MR masa-
especifica, f= frecuencia, r= tasa de canto, d= duracion (e.g. duracion total del canto, o

cualquier otra variable temporal).

Por otra parte, existe un volumen importante de estudios empiricos,
principalmente a niveles taxonémicos mas bajos (e.g. especie, género o familia)
que también ofrecen evidencia acerca de la influencia tanto del tamafo corporal
como de la temperatura en las caracteristicas de los cantos de anuncio en anuros
(ver revisiones en Pough et al. 1992; Wells 2001, 2007; Hillman et al. 2009). En
menor medida, el rol de la condicion corporal en los machos y su capacidad de
asignar energia a este —generalmente costoso- comportamiento también ha sido
explorado (Morrison, Hero & Smith 2001; Voituron et al. 2012; Brepson, Voituron

& Lengagne 2013). De estos trabajos, algunos patrones emergen de forma clara,
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como la relacidn negativa entre el tamafio corporal y la frecuencia del canto, o la
relacion directa entre temperatura y tasa de canto. Sin embargo, existen aun
muchos resultados contrastantes (ver Tabla 4.2), lo que indicaria la necesidad de
obtener mds datos en un rango de contextos mas amplio. La consideracién por
separado de cada uno de estos determinantes propuestos podria ser de hecho una
de las fuentes de heterogeneidad entre resultados, particularmente en cuanto a la
dependencia de los parametros del canto con la temperatura, relacion en la cual
la condicién corporal como reflejo de los recursos disponibles podria ser un

mediador importante (Luo, Ding & Ji 2010).

Esta combinacion de predicciones cuantitativas y evidencia empirica
representan un punto de partida excepcional para la evaluacion de la teoria
disponible y la construccion a partir ella. En este sentido, se pueden identificar
algunos caminos fructiferos para seguir avanzando en la consolidacion de una
teoria general. En primer lugar, el marco teodrico de la ecologia metabdlica
aplicada a la comunicacién animal hasta ahora sélo ha sido probado en el nivel
interespecifico (Gillooly & Ophir 2010; Ophir et al. 2010). No obstante, algunas de
las principales tendencias en las relaciones alométricas muestran una variacion
considerable cuando se analiza a diferentes niveles taxonomicos (Nee et al. 1991;
Glazier 2005; Ginzburg & Damuth 2008). En segundo lugar, la condicion corporal
es un determinante principal de la conducta y la asignacion de recursos a nivel
del individuo (Houston & McNamara 1999; Clark & Mangel 2000). En este sentido,
es esperable que individuos de tamafio corporal similar a igual temperatura
ambiental y corporal, muestren variaciones en su comportamiento en funcion de
su condicion corporal (Humfeld 2013). Por ultimo, la mayor parte de los trabajos
empiricos hasta el momento se han centrado en analizar uno de los
determinantes fisiologicos o ambientales a la vez, por lo que ha sido dificil
unificar el efecto concomitante del tamafio corporal, la temperatura y el estado

fisiolégico a nivel intra e interespecifico.

Los machos adultos de Hypsiboas pulchellus (Duméril y Bibron, 1841) son

modelos interesantes para la evaluaciéon de la variacion intraespecifica en la
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estructura del canto. Entre los machos que cantan activamente, los mas grandes
triplican el tamafio corporal de los mds pequefios (2 - 6 g), y el canto se produce
en un amplio rango de temperaturas dentro de una unica poblacion (7-22 °C;
Ziegler, Arim & Narins 20m1). Finalmente, los machos también muestran una
variacion notable en la condicion corporal de los individuos que se encuentran
cantando activamente. Por lo tanto, tanto la masa como la temperatura y la
condicidn corporal tienen el potencial de determinar el presupuesto energético
de esta especie y su inversion en la reproduccion (McLister 2001). En este capitulo
se evalta la naturaleza del escalamiento de los atributos del canto de anuncio en
un gradiente de tamafio corporal, temperatura ambiente, y condicion corporal en

condiciones de campo.
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MATERIAL Y METODOS

Para este capitulo se utilizé el canto de anuncio de 44 machos de
Hypsiboas pulchellus (rango de tamaifio: 1,85 a 5,25 g; 30,15 a 46,09 mm largo
hocico-cloaca) dentro de un rango de temperatura del aire de 13° C (min = 7, max
= 20). Las grabaciones fueron realizadas en condiciones de campo libre, a 30-40
cm del individuo que se estaba registrando. La metodologia de grabacion, y
andlisis de las sefiales acusticas, asi como los parametros del canto utilizados son
las mismas que las utilizadas en el Capitulo 3 de esta tesis. Las medidas de
temperatura fueron tomadas en el lugar donde cada macho estaba cantando. Las
grabaciones fueron hechas entre octubre de 2010 y abril de 2011, exceptuando los
meses de enero y febrero, durante los cuales las condiciones son muy calidas y
secas para que se establezcan coros de H. pulchellus. Después de cada grabacion,
se midi6 (longitud hocico-cloaca) y pesé cada macho segin el protocolo

detallado en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 3.

Todos los andlisis de datos se realizaron en R (R Core Team 2014). La
condicidn corporal se estimé como los residuos de la relacion alométrica entre los
logaritmos naturales de la masa corporal y la longitud hocico-cloaca (indice
residual o de la condicion corporal, BCI; Schulte-Hostedde et al. 2005). Todas las
variables fueron transformadas con el logaritmo de forma previa al andlisis, con la
excepcién de: a) la temperatura, que segun las derivaciones tedricas de la teoria
metabolica (ver Gillooly et al. 2001) fue expresada como kT-1, donde k es la
constante de Boltzmann (8.62 x 10-5 eVK-1), y T es temperatura expresada en
grados Kelvin; y b) el indice de condicion corporal (BCI), para el cual la masa
corporal y la longitud hocico-cloaca (LHC) habian sido previamente
transformadas a escala logaritmica. Se utilizaron andlisis de regresién multiple
permitiendo interacciones entre las variables para evaluar de relacion entre cada
variable del canto y la masa corporal, la temperatura y BCI. El modelo estadistico
final se identifico utilizando la seleccion del mejor subconjunto de modelos,
implementado por el paquete bestglm en el software R (McLeod & Xu 20m) y

mediante la clasificacion de los modelos segiin su indices AIC (criterio de
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informacion de Akaike). Entre los mejores modelos —-aquellos que no presentaron
mas de dos unidades de diferencia en su AIC entre el mejor y los subsiguientes
modelos- se prefirieron aquellos modelos con un menor nimero de pardmetros y
que no presentaban términos de interaccion. En base a los parametros obtenidos
del modelo final, se grafico la relacion de cada variable del canto analizada en
funcion de las variables predictivas incluidas en sus respectivos modelos. Los
términos de interaccidn se visualizaron considerando el percentil inferior (0,1) y

superior (0,9) de las variables con interaccion.
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RESULTADOS

Se identificaron modelos estadistica y biolégicamente significativos para
todas las variables consideradas (Tabla 4.1): frecuencia dominante de las notas 1y
2 (FNi, FN2), duraciéon de las notas 1y 2 (DN1, DN2), intervalo entre las notas
(INT), duracion total de los cantos (CD), y la tasa de canto (CR). La masa fue un
término significativo en todos los modelos, con la excepcion de DNi, donde el
mejor modelo no incluia la masa corporal. El escalamiento de las frecuencias
dominantes mostré el mismo patréon y una pendiente no significativamente
diferente del valor predicho de -0,25 (FN1: -0,22, IC 95%: -0,14 a -0,31; FN2: -0,27,
IC 95%: -0,19 a -0,35; Figura 4.2), en concordancia con resultados previos de otros
estudios que muestran una asociacion negativa con la masa. Por otro lado, las
pendientes de las variables temporales (DN2: -026, IC 95%: 0,03 a -0.54 ; INI: -
0,20, IC 95%: -0,01 a -0,40; CD: -0,25, IC 95%: -0,02 a -0,49; Figura 4.3) y la tasa de
canto (CR: 1,59, IC 95%: 0,70 a 2,50; Figura 4.4) mostraron un patréon de
escalamiento con la masa corporal diferente tanto en magnitud como en el signo
en relacion a lo reportado en trabajos anteriores, incluyendo las predicciones
derivadas de metabolismo. En cuanto a la dependencia de la temperatura, sélo
los modelos para las variables espectrales no incluyeron un término con la
temperatura en los modelos finales, que fue significativa en todos los demas casos.
Sin embargo, los valores de las pendientes (que representan las energias de
activacion) variaron ampliamente, diferenciandose del valor predicho de 0,65 eV
(DN1: 0,17, IC 95%: 0,04 a 0.30; DN2: 0,24, IC 95%: 0,12 a 0,35; INI: 0,36, IC 95%:
0,26 a 0,47; CD: 0,28, IC 95%: 0,19 a 0,37; CR: -0,45, IC 95%: -0,19 a -0,72; Figuras
4.2b,e; 4.3b,e,h,k; y 4.4b). Por ultimo, la condicion corporal fue un término
significativo en la mayoria de los modelos finales (con excepcion del intervalo
entre notas, INI). Finalmente, tanto las frecuencias como las duraciones y la tasa
de canto escalaron con la condicidn corporal, aunque algunas relaciones fueron

marginalmente significativas (Figuras 4.2¢,f; 4.3¢,f,i,1; y 4.4¢).
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Tabla 4.1 Modelos finales para cada una de las variables del canto analizadas. Se incluye el

coeficiente de determinacion multiple ajustado y el p-valor de cada uno de los modelos

Modelo R%adj p

FN1~ M +BC + (%T * BC) 0.43 <0.001
FN2~M +BC + (%T* BC) 0.59 <0.001
DN1~ %T +BC 0.22 0.003
DN2~=M + Tt BC 0.37 <0.001
INl = M + KT 0.54 <0.001
CD~M + Tt BC 0.54 <0.001
CR~M+ %/ +BC+ %T* M) 0.37 <0.001
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Figura 4.2 Efecto de la masa, la temperatura y la condicién corporal en la frecuencia

dominante del canto de H. pulchellus. (a - ¢) logaritmo natural de la frecuencia dominante

de la nota 1; (d - f) logaritmo natural de la frecuencia dominante de la nota 2. En la

regresiones con términos de interaccion (c), la linea punteada corta indica el cuantil o,1

mientras que la linea punteada larga indica el cuantil 0,9. Los ejes internos en los paneles b

y e indican la temperatura en ° Celsius. Todos los modelos fueron significativos utilizando

un o=0,05; los estadisticos F y su correspondiente p-valor se muestran como un recuadro

en el lado izquierdo de los graficos de la columna mas a la izquierda. p,,, representa el p-

valor de cada variable predictora en el modelo final para cada una de las frecuencias.
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Figura 4.3 Efecto de la masa, la temperatura y la condicion corporal en las variables

temporales del canto de H. pulchellus. (a - ¢) logaritmo natural (In) de la duracion de la

nota 1; (d - f) In de la duracién de la nota 2; (g - i) In de la duracion del intervalo entre

notas; (j - 1) In de la duracién total del canto. Los ejes internos en los paneles b, e, h y k

indican la temperatura en °Celsius. Todos los modelos fueron significativos utilizando un

a=0,05; los estadisticos F y su correspondiente p-valor se muestran como un recuadro en el

lado izquierdo de los graficos de la columna mas a la izquierda. py,, representa el p-valor de

cada variable predictora en el modelo final para cada una de las variables temporales.
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Figura 4.4 Efecto de la masa, la temperatura y la condicion corporal en la tasa de canto de
H. pulchellus. En la regresiones con términos de interaccion (a, ¢), la linea punteada corta
indica el cuantil 0,1 mientras que la linea punteada larga indica el cuantil o,9. El eje interno
en el panel b indica la temperatura en °Celsius. El modelo fue significativo utilizando un
a=0,05; los estadisticos F y su correspondiente p-valor se muestran como un recuadro en el
lado izquierdo del grafico de la columna mas a la izquierda. p,, representa el p-valor de

cada variable predictora en el modelo final de la tasa de canto.
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DISCUSION

Se encontraron tendencias significativas en atributos del canto a través de
gradientes de tamafo corporal, temperatura ambiental, y condiciéon corporal.
Tomando como punto de partida un enfoque metabdlico (Gillooly & Ophir 2010),
en este capitulo se avanzo en el conocimiento de las relaciones de escalamiento
de las caracteristicas del canto de anuncio y su coherencia y discrepancias con la

teoria existente.

La congruencia entre el escalamiento observado de la frecuencia
dominante del canto con la masa corporal y el escalamiento masa-especifico de la
tasa metabolica con el tamafio corporal es excepcional (Figura 4.2a,d). Este
escalamiento, con exponentes casi indistinguibles de -0,25 apoya la hipdtesis de
un efecto directo de la tasa metabdlica masa-especifica sobre la tasa de
contraccion muscular y la frecuencia del canto (Gillooly & Ophir 2010). Sin
embargo, mientras que el exponente observado apoya firmemente una
interpretacion metabdlica, el escalamiento a nivel morfoldgico (alometria) podria
potencialmente dar cuenta del patrén observado a través de mecanismos
alternativos. De hecho, la longitud, masa, y tension de las cuerdas vocales, junto
con otros atributos de la morfologia de la laringe que exhiben una relacién
alométrica con la masa corporal, afectan directamente los atributos espectrales
del canto (McClelland, Wilczynski & Ryan 1996; McLister 2001). En este sentido,
parece no haber auin ningun trabajo que realice una prediccién cuantitativa sobre
el escalamiento de la frecuencia (ni ningtn otro atributo del canto) derivado de

las tendencias alométricas en la morfologia.

Por otro lado, los pardmetros temporales y la tasa de canto mostraron
variabilidad en las pendientes obtenidas en relacion a la masa, a partir de los
diferentes modelos de regresion, con tendencias incongruentes con las
predicciones de la ecologia metabolica (véase las Figuras 4.3a,d,g,j v 4.4a). Al
menos dos explicaciones generales podrian ser consideradas para dar cuenta de

estas discrepancias. En primer lugar, mientras que las leyes biofisicas
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fundamentales que estan detras de la teoria del escalamiento del metabolismo
deberia, por principios basicos, ser universal (Berger et al. 2012), se ha reportado
una variacion significativa. En este sentido, las tendencias de relacionamiento
entre el metabolismo y la masa corporal podrian diferir entre taxa (White et al.
2007; Glazier 2010) e incluso entre escalas de andlisis (intraespecifico vs.
interespecifico, Glazier 2005). Tales discrepancias en el escalamiento del
metabolismo podrian atenuar o aumentar las pendientes observadas, pero no
pueden explicar el cambio de signo que se obtuvo en el presente estudio. La
deteccidén de tendencias opuestas a las expectativas tedricas es particularmente
valiosa en la construccion de la teoria, obligando a la consideracion de
mecanismos adicionales (Sibly et al. 2012). En segundo lugar, el rango de valores
de masa corporal abarcado en este estudio -y en la mayoria de los estudios
intraespecificos- podria no ser lo suficientemente amplio como para dar cuenta
del efecto de la masa en la tasa metabolica, especialmente cuando otras fuentes
de variacion estdn involucradas (Moses et al. 2008). En cambio, la condicién
corporal podria ser una mejor representacion de la capacidad metabolica cuando
se trabaja a una escala taxonomica fina (Scott & Evans 1992; Bonnet, Bradshaw &
Shine 1998). La emisidn de sefales acusticas, particularmente en anuros, es un
atributo comportamental energéticamente costoso (Bucher et al. 1982; Mac Nally
1984; Taigen & Wells 1985; Prestwich 1994), sujeto a decisiones de asignacién de
energia (Stoddard & Salazar 2011). Cuestiones sobre la disponibilidad de energia y
asignacién normalmente no surgen cuando se trabaja con una amplia gama de
taxa (por ejemplo Gillooly & Ophir 2010), pero podria ser un determinante clave
de los patrones observados a nivel intraespecifico (Poorter et al. 2012; Brepson,

Voituron & Lengagne 2013; ver Tabla 4.2).
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Tabla 4.2 Resultado de la revisién de la literatura disponible en cuanto a las tendencias
intraespecificas entre ya sea la masa (M), la longitud hocico-cloaca (LHC), la temperatura (T) o la
condicion corporal (BCI) y los principales atributos del canto (duracion total del canto, DC; tasa
de canto, TC; y frecuencia dominante, FD) en anuros. Positivo, Negativo y n.s. (no significativo)
indican la tendencia reportada. Los numeros entre paréntesis al lado de cada variable
independiente indican el niimero de estudios encontrado que consideraban dicha variable. Una

lista de las referencias que sustentan estos resultados se puede ver en el Apéndice I.

Var. indep.  Atrib. canto Positivo Negativo n.s
CD o} o} 4
BC (6) CR o 2 4
DF (o] 0 2
CD o 1 4
M (8) CR o o 2
DF o 7 1
CD 4 1 17
LHC (27) CR 3 2 14
DF o 23 7
CD 2 19 1
T (31) CR 17 o 6
DF 10 1 19

Las variables temporales y de tasa de canto mostraron una dependencia de
la temperatura de acuerdo con las expectativas tedricas. El signo del exponente
de escalamiento para la duracién de las notas, intervalo entre notas, duracién
total del canto y tasa de canto siguio el patréon predicho por Gillooly y Ophir
(2010). Sin embargo, ocurrieron diferencias importantes respecto del valor
esperado para la energia de activacion (i.e. Ex = 0,65, Gillooly et al. 2001; Brown et
al. 2004). A la luz de estudios recientes que apoyan una gran variabilidad en las
energias de activacion cuando se compara entre taxa, rasgos funcionales, habitat
0 motivacion, esta discrepancia podria ser, de hecho, esperada (Dell, Pawar &
Savage 2011; Price et al. 2012). En este contexto, la energia de activacién podria ser
considerada como un rasgo variable y objeto de seleccién para mantener su
plasticidad (Irlich et al. 2009). Por ejemplo, los rasgos con un fuerte efecto sobre
la adecuacion bioldgica (por ejemplo, aquellos que tienen que ver con evitar la

depredacion) muestran energias de activacion comparativamente mas bajas,
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relajando asi su dependencia térmica (Dell et al. 2011). La importancia del canto
para la reproduccién en los anuros podria representar una presion selectiva para
relajar su dependencia de la temperatura, que podria estar reflejandose en las
energias de activacidn mas bajas aqui presentadas. Esta interpretacién se ve
reforzada por la biologia reproductiva de H. pulchellus, que se reproduce a lo
largo de amplio rango estacional (Canavero et al. 2008) y térmico (Ziegler et al.

2011).

Los atributos espectrales fueron independientes de la temperatura (véase
también Ziegler et al. 20m). Esto es particularmente interesante teniendo en
cuenta las predicciones especificas (Ophir et al. 2010) y, en general, debido a que
las actividades de elevado requerimiento energético en ectotermos estan
generalmente condicionadas por la temperatura (McNab 2002; Angilletta 2009).
Sin embargo, estudios previos tanto teodricos como empiricos han mostrado
resultados mezclados, con la mayoria de los resultados empiricos ofreciendo
sustento a la frecuencia como independiente de la temperatura, aunque existe un
numero de estudios que reporta una relacion positiva entre ambas variables
(Amorim et al. 2006; Gillooly & Ophir 2010). En este sentido, otras dos ideas
pueden emerger de los presentes resultados. En primer lugar, algunos estudios
que se enfocan en las bases mecanicas y fisiologicas de los atributos del canto
estan en linea con una débil asociacion de la frecuencia con la actividad muscular
(McClelland et al. 1996) o la tasa metabolica (McLister 2001). Esto seria debido a
que la frecuencia del canto se relaciona con la tension de las cuerdas vocales y
cartilagos, asi como por la presencia de acumulaciones de tejido (Drewry, Heyer
& Rand 1982; McClelland et al. 1996). Los cambios en la tensién de las cuerdas
vocales son derivados, en dltima instancia, de la actividad muscular, pero esos
musculos no son los que intervienen en la produccion activa de sonido (es decir,
el movimiento y el ciclado de aire; McClelland et al. 1996). En segundo lugar, la
frecuencia es un atributo clave del canto, ya que es uno de los principales
atributos en los que se basa la preferencia y seleccién sexual por parte de las
hembras (Gerhardt 1991; Bosch, Rand & Ryan 2000). Por lo tanto, se espera que

muestre una correspondencia fina entre la frecuencia emitida y la frecuencia a la
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que esta sintonizado el complejo auditivo de las hembras (Narins et al. 2007;
Wells 2007). En este sentido, seria de esperar que los individuos exhibieran
plasticidad para evitar cambios perjudiciales en su sefal asociados con una
respuesta pasiva a la temperatura (Ziegler et al. 2on1 y Capitulo 3 de esta Tesis). La
interaccion significativa entre la temperatura y la condicion corporal como
determinantes de la tasa de canto y frecuencia también apoya esta interpretacion.
A temperaturas mas altas, la condicion corporal afecta débilmente la frecuencia
del canto, mientras que a temperaturas mds bajas se observa una asociacion
fuerte y positiva (Figura 4.2¢,f). Esto sugiere que el organismo podria estar
usando tanto recursos externos (i.e. temperatura) como internos (i.e. condicion

corporal) para abastecer los requerimientos energéticos de la emision del canto.

La asignacion de recursos dependiente de estado para la reproduccién es
uno de los puntos clave de la ecofisiologia (Karasov 1986; Weiner 1992; Clark &
Mangel 2000; Karasov & Martinez del Rio 2007; McNamara & Houston 2008). Las
teorias que intentan comprender la variacidon en el esfuerzo reproductivo deben
considerar la condicién del organismo como principal determinante de la
conducta a nivel individual. La mayoria de los atributos del canto analizados en el
presente estudio escalan con la condicion corporal, en lugar de masa, siguiendo
las predicciones metabolicas. Esto puede indicar que, en determinadas
situaciones, la variacion intraespecifica en la condicion corporal podria ser un
determinante mas relevante del metabolismo (White et al. 2007; Glazier 20009;
Killen, Atkinson & Glazier 2010) y de la asignacion energética (Humfeld 2013) que
el tamafio del cuerpo (Humfeld 2013). Particularmente, en estudios
intraespecificos con un estrecho rango de tamafios corporales, la condicion
corporal puede ser un proxy mas preciso de la capacidad metabolica (Froget et al.
2001). Congruentemente, la tactica empleada por los machos asi como algunos de
los atributos del canto (esfuerzo de canto, periodo y frecuencia del canto)
estuvieron mas relacionados con la condicion corporal que con el tamarfio de los
machos (Humfeld 2013). La comprension de como y en qué medida el
metabolismo varia debido a factores distintos de la masa y la temperatura es de

vital importancia, y actualmente es foco de investigacién tanto tedrica como
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empirica (Glazier 2009, 2010; Killen et al. 2010). Un escalamiento del metabolismo
con la condicién corporal similar al observado con la masa, podria explicar la
existencia de las asociaciones observadas entre caracteristicas del canto y la

condicidn corporal, que siguen las tendencias esperadas para la masa corporal.

No obstante las consideraciones anteriores, la relacion negativa entre la
condicidn corporal y la tasa de canto sugiere hipdtesis alternativas que no son
mutuamente excluyentes (Kokko et al. 2002). En primer lugar, el aumento de la
tasa de canto podria implicar una tdctica en la que los organismos que presentan
una condicién corporal pobre hacen una inversiéon mayor en la reproduccion (e.g.
esfuerzo terminal, (Candolin 1999; Hall et al. 2009; Brepson et al. 2013). En
segundo lugar, los individuos que despliegan tasas de canto bajas y que sin
embargo presentan una buena condicién corporal podrian estar eligiendo una
estrategia que maximice el tiempo (noches en el coro u horas totales de canto)
durante el cual vocalizan (Brepson et al. 2013). De hecho, en algunos anfibios el
numero de dias durante los cuales los machos vocalizan activamente es el
principal determinante del éxito reproductivo (Green 1990; Sullivan & Hinshaw
1992; Mitchell 2001). En tercer lugar, este mecanismo causal podria también
operar de manera inversa. Las vocalizaciones son, en muchas especies de anfibios,
una actividad muy costosa y se ha observado que luego de varios dias vocalizando,
la condicion corporal de los individuos decae significativamente (Schwartz,
Ressel & Bevier 1995; McCauley et al. 2000; Castellano et al. 2009). El hecho de
que se haya observado que los individuos con mejor condicién corporal exhiban
tasas de canto mds bajas podria estar reflejando una baja inversion en la

reproduccion por parte de estos individuos.

Aungque los principales determinantes de la variabilidad del canto han sido
identificados y son comprendidos en bastante profundidad (ver revisiones en
Pough et al. 1992; Wells 2007), los mecanismos generales a través de los que estos
operan estan empezando a ser abordados recientemente (Gillooly & Ophir 2010;
Ophir et al. 2010; Hayward et al. 2012). Los resultados aqui presentados ofrecen

un apoyo claro al papel del metabolismo en la determinacién de las
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caracteristicas del canto en machos de Hypsiboas pulchellus masculinos. Sin
embargo, la deteccion de escalamientos alternativos con la masa, el rol destacado
de la condicién corporal y la existencia de interacciones entre estas variables y
también con la temperatura, plantean la existencia de mecanismos adicionales,
ademas de los propuestos por la ecologia metabdlica y sus derivaciones recientes.
En este capitulo se intent6 avanzar en la interacciéon entre los enfoques teorico y
empirico, que en ultima instancia alimentan una ciencia saludable (Marquet et al.

2014).
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La variabilidad intraindividual en rasgos comportamentales ha cobrado
relevancia en los dltimos afos, en gran parte debido a su potencial importancia
en procesos de orden superior al individual (Estes et al. 2003; Bélisle 2005; Ingram,
Harmon & Shurin 2009; Abrams 2010; Bolnick et al. 2011; Violle et al. 2012; Wolf &
Weissing 2012). Dicha variabilidad es muchas veces resultado de flexibilidad en
rasgos fenotipicos comportamentales (Luttbeg & Schmitz 2000; Miner et al. 2005;
Fordyce 2006). Si bien este hecho es crecientemente reconocido (Capitulo 2), el
trabajo realizado en esta tesis es un avance respecto a ciertos aspectos centrales.
Por un lado, se trata de uno de los pocos trabajos existentes que abordan la
flexibilidad en respuesta a la atenuacion del ambiente (como proxy de la
estructura fisica del mismo). De la revision presentada en el Capitulo 2, surge
claramente que la atencion ha estado centrada en evaluar la respuesta a
diferentes niveles de ruido ambiente (ver Tabla 2.1). La evidencia acerca de la
creciente incidencia del ruido antropogénico en los sistemas naturales hace que
este sea un claro foco de atencién (revisado en Barber, Crooks & Fristrup 2010).
Sin embargo, los efectos del cambio global son ubicuos (Walther et al. 2002;
Walther 2010; Barnosky et al. 2012) y sus repercusiones en la comunicaciéon
animal trascienden los efectos de enmascaramiento por ruido (Laiolo 2010;
Tuomainen & Candolin 2011). La revision sistemadtica presentada en el Capitulo 2
condensa la masa de evidencia sobre plasticidad en la comunicaciéon animal,
particularmente a través de sefiales actisticas. No obstante, este capitulo también
muestra el desbalance en las aproximaciones, taxa y factores causales
considerados hasta el momento en el marco tedrico. La flexibilidad en la
comunicacién acustica ha sido escasamente considerada en comparacion con
otros rasgos comportamentales y su conocimiento raramente excede el reporte de
su existencia, con limitados avances en la norma de reaccion asociada, o en sus
determinantes. También debe destacarse que el estudio presentado en el Capitulo
3 de esta tesis representa el Gnico trabajo experimental que considera mas de un
tratamiento experimental (ademds del control). Esto responde a entender la
norma de reacciéon como la mejor y necesaria descripciéon de la flexibilidad
fenotipica. Especificamente, una vez demostrada la existencia de flexibilidad

(Capitulo 2, Nussey, Wilson & Brommer 2007; Dingemanse & Dochtermann 2013),
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es necesaria la comprension de la naturaleza y determinantes de la norma de
reaccion. En esta tesis se intento avanzar en este sentido. Esta aproximacién
motivé el andlisis de la condiciéon corporal como factor intrinseco. El estado
fisiologico de los organismos es predicho como un importante determinante de la
naturaleza de la flexibilidad fenotipica observada (Jokela & Mutikainen 199s5;
Schwab & Moczek 2014). No obstante, se ha considerado de manera
notablemente escasa en los estudios de plasticidad del comportamiento. El
Capitulo 4 logra avanzar en este contexto, a la vez que incorpora aspectos
novedosos de la ecologia metabdlica al andlisis de la flexibilidad del

comportamiento.

Consistencia tedrica en la plasticidad del comportamiento

Existe una diversidad de trabajos que abordan la variabilidad del
comportamiento en los campos de ecologia del comportamiento y ecologia
evolutiva. Muchos de estos trabajos hacen uso de términos como plasticidad o
flexibilidad del comportamiento (e.g. Badyaev 2005; Gross, Pasinelli & Kunc 2010).
Dada la ubicuidad de su uso, se tenderia a pensar que se trata que terminologia
bien definida dentro de un marco teorico explicito (ver por ejemplo Snell-Rood
2013 en numero especial sobre “Plasticidad del comportamiento y evolucidén” en
la revista Animal Behaviour). Sin embargo, bajo estos términos se pueden
encontrar trabajos que refieren a variacion en diversos niveles taxondmicos (i.e
entre especies, poblaciones, individuos y a nivel intraindividual), que se expresa
en diferentes contextos ambientales (Danielson-Frangois et al. 2005; May-Collado

& Wartzok 2008; Kirschel et al. 2009; Lowry et al. 2012).

La plasticidad fenotipica, definida como la propiedad de un genotipo dado
de producir diferentes fenotipos en respuesta a diferentes condiciones
ambientales (sensu Pigliucci 2001), tiene un desarrollo tedrico y metodoldgico
robusto, y que es aplicable a cualquier rasgo del fenotipo de un individuo
(Schlichting & Pigliucci 1998; Pigliucci 2001; DeWitt & Scheiner 2004a). A pesar
del rol central que puede tener la existencia de plasticidad en el comportamiento

como primera respuesta a cambios en el ambiente, la plasticidad del
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comportamiento continia siendo un paraguas para estudios diversos, que
muchas veces no refieren necesariamente a plasticidad (Slabbekoorn & den Boer-
Visser 2006; Wood & Yezerinac 2006; Wund 2006). El problema de una
caracterizaciéon pobre de un tema importante trasciende un deseo de ser
meticuloso en el uso de jerga. Las implicancias ecoldgicas y evolutivas de la
existencia de plasticidad en contraposicion a fenotipos adaptados a ambientes
alternativos (por ejemplo, cuando se realizan comparaciones fenotipicas entre
poblaciones, Slabbekoorn & den Boer-Visser 2006; Hu & Cardoso 2010), son muy
diferentes. Por otra parte, el crecimiento del area de plasticidad del
comportamiento en forma paralela e independiente de otros estudios de
plasticidad fenotipica favorece la creacién de terminologia redundante (Japyasst
& Malange 2014; Cleasby et al. 2015) que, adicionalmente, tiende a generar un uso
confuso en relacion a otros fenomenos vinculados a la variabilidad
intraindividual (e.g estudios de personalidad y consistencia en el

comportamiento animal; Japyasst & Malange 2014; Cleasby et al. 2015).

Plasticidad, ambiente y percepcién

Los estudios que reportan plasticidad a través de la exploracion
experimental de la norma de reaccidon, normalmente utilizan dos o mas valores
correspondientes al factor ambiental (principal) que propone como causa de la
plasticidad (Pigliucci 2001). Este tipo de disefio implica identificar valores del
ambiente como variable independiente que tengan sentido bioldgico, y que
ademas sean distinguibles como tales desde la percepcion del organismo (Munoz

& Blumstein 2012; Robertson, Rehage & Sih 2013).

En el Capitulo 3 se abordo el estudio de la plasticidad en el canto en
respuesta a las caracteristicas de atenuacion del ambiente, utilizando como punto
de partida las predicciones de la Hipdtesis de Adaptacion Acustica. Si bien los
resultado obtenidos con el tratamiento de baja atenuacidén son congruentes con
la existencia de plasticidad para maximizar la propagacion de la sefal, se detectan
incongruencias entre la respuesta esperada y obtenida para el tratamiento de

atenuacion alta y el que se esperaba actuara como un control de procedimiento.
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Es interesante resaltar que otro estudio reciente, también en una especie de
anuro (Hanna et al. 2014), implementé un disefio conceptualmente muy similar
(aunque con ruido ambiente como factor) al utilizado en el Capitulo 3,
obteniendo el mismo tipo de respuestas a las reportadas en esta tesis,
congruentes en parte con una maximizacidon de la propagacion de la sefal, pero
con ajustes en respuesta a los tratamientos que precisan de explicaciones
adicionales. Estos resultados potencialmente sefialan la existencia de otros
factores en el ambiente a los que los organismos pueden estar respondiendo,
ajustando el canto de forma plastica. En este sentido la percepcién del ambiente
por parte de los mismos estaria jugando un rol importante y podria afectar la
interpretacion que los investigadores estamos haciendo del origen evolutivo de
las respuestas observadas. Especificamente, en el Capitulo 3 el tratamiento de alta
atenuacion fue pensado como una importante atenuacion de la sefial emitida.
Mientras que el organismo puede estar interpretando el cambio inducido por este
tratamiento como ausencia de competencia por otros machos, puede también, y
por ende, ser una fuente sonora particularmente conspicua para los depredadores.
Existe creciente evidencia de la significancia que tiene incluir el efecto de la
percepcidn de los organismos en nuestra comprension de los patrones y procesos
biologicos (percepcion de depredadores, Lima & Dill 1990; Dangles et al. 200s5;
percepcidn del paisaje acustico, Moss & Surlykke 2010; contexto social y esfuerzo
de cépula, Lizé et al. 2011; incertidumbre ambiental e integracion de claves,
Munoz & Blumstein 2012; percepcion y trampas evolutivas, Robertson, Rehage &
Sih 2013; prediccion de efectos poblacionales, caracteristicas del habitat y
estructura de metacomunidades, Borthagaray, Arim & Marquet 2012, 2014). Por
tanto, este aspecto del comportamiento animal deberia ser considerado en
futuros estudios que exploren la respuesta (plastica) al ambiente, cambiando el
pensamiento “tipologico” sobre la relacién del organismo con su ambiente (Van

Dyck 2012; Greggor et al. 2014).

La plasticidad como atributo contexto-dependiente
Mas alla de la existencia de potenciales claves en el ambiente (riesgo de

predacion, contexto social) no evaluadas directamente en esta tesis, en los
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Capitulos 3 y 4 se constato el efecto de la condicion corporal tanto en la
plasticidad del canto, como en el escalamiento de sus atributos. Estas dos lineas
de trabajo presentan evidencia a favor de la plasticidad en las sefiales acusticas
como rasgo condicion- o estado-dependiente (Mathot et al. 2011; Rohmann & Bass
2011; Dingemanse & Wolf 2013). El grado de plasticidad depende entonces del
estado del individuo, definido como aquellos atributos del organismo que afectan
la relacién costo-beneficio de ser plasticos (McNamara & Houston 1996, 2008;
Houston & McNamara 1999; Clark & Mangel 2000; Dall et al. 2005). De acuerdo a
los resultados aqui presentados, las diferencias en el nivel de plasticidad de cada
individuo serian el resultado de una respuesta ajustada segin la variable de
estado o condicion. Ejemplos de plasticidad fenotipica estado-dependiente en el
comportamiento se han reportado para asignacion reproductiva (Schwanz 2008),
variacion en rasgos asociados a exploracion y exposicion a riesgos (Nicolaus et al.
2012; Mathot et al. 2014), y vigilancia y respuesta de escape (Mathot et al. 20m),
por lo que este parece ser el primer reporte de plasticidad en comunicacion

animal dependiente del estado fisiolégico de los organismos.

Atributos del canto y metabolismo

Las sefiales acusticas, particularmente en los anuros, han sido
ampliamente estudiadas en cuanto a su costo metabodlico en diferentes especies
(ver revisiones en Pough et al. 1992; Wells 2001, 2007; Hillman et al. 2009). De
igual forma, existen numerosos trabajos que exploran la relacion entre los
atributos del canto y el tamafio corporal (i.e. peso o largo hocico-cloaca), la
temperatura y muy en menor medida, la condicién corporal (ver revisién en el
Capitulo 4, Tabla 4.2, y referencias en Apéndice I). Sin embargo, sdlo
recientemente se abordo la integracion de estos dos cuerpos de evidencia
estableciendo relaciones cuantitativas entre el tamafo corporal y la temperatura,
y las caracteristicas de las sefiales actisticas en especies de los principales taxa
vocalmente activos (Gillooly & Ophir 2010). El Capitulo 4 es el primer trabajo en
aborda el escalamiento intraespecifico de sefiales acusticas, con respecto a
tamafio corporal y temperatura ambiente, y también el primero en incluir la

condicion corporal como un factor clave en el andlisis de las restricciones
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energéticas en los atributos del canto a este nivel de andlisis. Uno de los
resultados mas interesantes fue el hallazgo de un efecto significativo de la
interaccion entre la condicion corporal y la temperatura, y en menor medida con
la masa, con varios de los atributos del canto analizados. Como se discuti6 en el
Capitulo 4, la ubicuidad de estas interacciones genera un puente entre los
atributos del canto, su plasticidad y ésta en dependencia con el contexto y el
estado del organismo. En esta tesis no se evalu6 de manera directa el costo
metabdlico (i.e. consumo de oxigeno) de la plasticidad en el canto. Sin embargo,
los resultados obtenidos en esta tesis hacen pensar que con un disefio
experimental adecuado seria factible medir en forma directa el costo energético
de ajustar el canto en funcion de las caracteristicas del ambiente, un aspecto del
costo total (fitness) de la plasticidad que adan no se ha medido

experimentalmente.

Comentarios finales

En esta tesis se planted poner a prueba el efecto de factores enddgenos
(tamaiio corporal y/o morfologia) sobre los atributos del canto de anuncio de H.
pulchellus. Adicionalmente, se evalué como estos factores limitantes interactian
con la capacidad de modular la sefial frente a variaciones en las caracteristicas de
propagacion del medio y con el costo en términos energéticos de dicha
modulacion. De la caracterizacion de la norma de reaccion (Objetivo especifico 2)
se desprende que la respuesta no solo es compleja (no-lineal) en cuanto al
gradiente ambiental, sino que la condicion del individuo afecta
significativamente la expresion de flexibilidad, como se esperaba a partir de la
hipotesis. Muestra ademas la importancia que una aproximacion explicita desde
el marco de la plasticidad ofrece herramientas cuantitativas y de integracion con
otros aspectos de la biologia de los organismos (Capitulo 2 y Objetivo especifico
1). Por ultimo, los resultados obtenidos en el Capitulo 4 remarcan la importancia
del tamaiio corporal, o las relaciones alométricas en general, en conjunto con la
temperatura como determinantes clave en la estructura de las sefales acusticas
(Objetivo especifico 3). Asimismo, complementan y refuerzan los resultados del

Capitulo 3, dada la ubicuidad del efecto de la condicion corporal, particularmente
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en interaccion con la temperatura y la masa corporal, en determinar la estructura

del canto (Objetivo especifico 2).

El estudio de la plasticidad representa un area fructifera para integrar los
ajustes fenotipicos de los organismos y sus efectos desde la escala ecologica
(comportamiento, fisiologia, morfologia y caracteristicas de historias de vida,
Miner et al. 2005) a la evolutiva (adaptacion y especiacidn, Fordyce 2006b; Price
2006). El creciente interés en la variabilidad intraindividual del comportamiento
como forma mas inmediata de respuesta de los organismos a su ambiente ha
jerarquizado este aspecto del fenotipo como operador de cambios en las escalas
antes mencionadas (Nussey et al. 2007; Dingemanse et al. 2010; Dingemanse &
Dochtermann 2013). En particular, el uso de las sefiales acusticas como modelo de
estudio representa un aporte en este sentido. Esta tesis integra la comunicacion al
conjunto de rasgos fenotipicos cuya variacion intraindividual, en interacciéon con
aspectos fisioldgicos y ambientales, son parte central que une el desempefio con

la eficacia de los organismos.
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